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 RESUMO 
Em síntese, demonstrou-se que a hiperóxia neonatal crónica em níveis moderados in-
duz alterações da resposta contráctil do MLT e da estrutura da traqueia que podem ter ex-
pressão funcional após a exposição ter cessado. Assim, o contributo original do presente 
trabalho foi o desenvolvimento de um modelo animal que permite avaliar os mecanismos 
pelos quais a hiperóxia é capaz de induzir, isoladamente, alterações crónicas da contracti-
lidade, do relaxamento do ML e da estrutura das vias aéreas que podem ser responsáveis 
pela HRB persistente em doentes sujeitos a oxigenioterapia neonatal. 
As alterações qualitativas sobre a arquitectura da traqueia, avaliadas por microscopia 
óptica, revelaram no grupo 50%O2 aumentos da espessura da matriz extracelular e da den-
sidade de mastócitos desgranulados na submucosa e adventícia vizinhas do MLT, sem outras 
alterações relativamente ao grupo de controlo com 15 dias. As alterações da matriz extrace-
lular foram reversíveis após a recuperação em ar ambiente. A densidade de mastócitos per-
maneceu superior à do grupo de controlo de 36 dias de idade, apresentando-se em maior 
contiguidade com o MLT relativamente ao grupo 50%O2. 
Não se observaram diferenças estatisticamente significativas na área de MLT entre os 
grupos experimental e de controlo, o que se deve provavelmente ao número reduzido de 
amostras avaliadas e à variabilidade deste parâmetro no grupo de controlo;  contudo, verifi-
cou-se um aumento médio de 15% imediatamente após a exposição à hiperóxia que persis-
tiu após o período de recuperação.  
Demonstrou-se que a exposição a 50% de oxigénio não tinha repercussões imediatas 
sobre a resposta in vitro do MLT à estimulação colinérgica, mas que induzia um aumento do 
relaxamento em resposta ao salbutamol. A contractilidade do MLT em resposta à estimula-
ção com metacolina no grupo 50%O2+Ar foi significativamente superior à do grupo de con-
trolo da mesma idade e também superior à observada no grupo 50%O2, enquanto que a 
resposta ao salbutamol se voltou a aproximar dos valores de controlo após a recuperação 
em normóxia.  
Compararam-se os resultados da resposta do músculo liso de traqueia (MLT) à esti-
mulação in vitro com metacolina e salbutamol e avaliaram-se as alterações quantitativas da 
área de MLT, bem como as alterações qualitativas da estrutura da traqueia.  
Desenvolveu-se um modelo animal, no rato, a partir do qual se retiraram implicações 
para a compreensão das repercussões crónicas da hiperóxia neonatal sobre as vias aéreas 
de displasia broncopulmonar (DBP), em duas fases distintas: imediatamente após a exposi-
ção neonatal a 50%O2 (grupo 50%O2) e após três semanas de recuperação em ar ambiente 
(grupo 50%O2+Ar). 
O objectivo deste trabalho foi avaliar se a exposição crónica neonatal à hiperóxia mo-




In conclusion, it has been demonstrated that moderate levels of chronic neonatal hyperoxia in-
duce changes in TSM contractile response and tracheal structure, which may be functionally ex-
pressed after discontinuation of exposure. Therefore, the original contribution of the present 
work was the development of an animal model which allows the evaluation of the mechanisms 
through which hyperoxia alone can induce chronic changes in contractility and relaxation of 
SM and also in airway structure that can be responsible for the persistent airway hyperrespon-
siveness found in patients who were submited to neonatal oxygen therapy. 
Qualitative changes in tracheal architecture, evaluated by optic microscopy, revealed that 
the 50%O2 group suffered an increase in the thickness of the extracellular matrix and degranu-
lated mast cell density in the submucosa and adventitia adjacent to the TSM, without further 
changes when compared with the control group at 15 days of age. The changes in extracellular 
matrix were reversible after recovery in ambient air. Mast cell density remained higher than that 
of the control group at 36 days of age, and more contiguous to TSM than the 50%O2 group. 
There were no statistically significant differences in the TSM area between the experi-
mental and control groups, which is most likely due to the reduced number of samples evalu-
ated and to the variability of this parameter in the control group. However, there was an aver-
age increase of 15% immediately after exposure to hyperoxia, which persisted after the recov-
ery period. 
It was demonstrated that while exposure to 50% oxygen had no immediate effects on in 
vitro TSM response to cholinergic stimulation, it induced an increase in relaxation as a result of 
salbutamol administration. TSM contractility as a result of methacholine administration in the 
50%O2 + Ar group was significantly higher than that of the same-age control group, and also 
higher than the one observed in the 50%O2 group, whereas the response to salbutamol admini-
stration was once again closer to the control values after recovery in normoxia. 
The results from the tracheal smooth muscle (TSM) response to in vitro stimulation with 
metacholine and salbutamol were compared and quantitative changes in TSM area, as well as 
qualitative changes in tracheal structure were evaluated. 
An animal model was developed, using neonatal rats, in order to understand the chronic 
effects of neonatal hyperoxia on the airways, in bronchopulmonary dysplasia, in two distinct 
phases: immediately after neonatal exposure to 50%O2 (50%O2 group) and after three weeks of 
recovery at ambient air (50%O2+Ar group). 
The aim of this work was to evaluate whether chronic neonatal exposure to hyperoxia in-

















































I. EXPOSIÇÃO PULMONAR À HIPERÓXIA E STRESS 
OXIDATIVO 
1. Stress oxidativo e lesão pulmonar 
Pela sua localização, o pulmão está exposto a agentes oxidan-
tes com origem no meio ambiente, o que explica que o aparelho res-
piratório seja o alvo principal deste tipo de agressão.  
Existe actualmente evidência experimental de que a exposição 
do pulmão a agentes oxidantes é mediada por espécies reactivas de 
oxigénio (ROS) que desempenham um papel relevante na patogéne-
se das alterações da permeabilidade e função ciliar do epitélio das 
vias aéreas, na hipersecreção de muco, na hiperreactividade brôn-
quica e na perpetuação da inflamação das vias aéreas na asma, na 
bronquite crónica, na displasia broncopulmonar, na síndrome de difi-
culdade respiratória do adulto e na mucoviscidose, para citar alguns 
exemplos (Rahman & Macnee, 1996; Henricks & Nijkamp, 2001; 
Rahman et al., 2006).  
A agressão inespecífica do pulmão por ROS de origem exóge-
na, leva à activação da NADPH-oxidase existente na membrana das 
células epiteliais, dos leucócitos e dos macrófagos residentes, o que 
resulta na produção endógena de espécies reactivas de oxigénio, 
reacção que é ainda potenciada pela activação da mieloperoxidade 
(MPO) e da peroxidase do eosinófilo (EPO) (Kinnula, 2005). 
A nível molecular, as ROS têm capacidade para iniciar a res-
posta inflamatória no pulmão através da activação de factores de 
transcrição como o factor nuclear κB (NF-κB) e do activador da pro-
teína 1 (AP-1), da indução de alterações estruturais na cromatina e 
da expressão de genes que codificam mediadores pró-inflamatórios 
(Rahman, 2000; Rahman, 2003). O consequente aumento da trans-
crição de citocinas e quimiocinas e da expressão de moléculas de 
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adesão, contribui para o recrutamento de células inflamatórias e pa-
ra a perpetuação da lesão.  
Demonstrou-se, também, que a administração de oxigénio em 
valores superiores aos do ar atmosférico (hiperóxia), pode provocar 
lesão do parênquima pulmonar e das vias aéreas, cuja gravidade de-
pende da fracção de oxigénio inspirado (FiO2) e da duração da expo-
sição, tanto no homem como em animais em fases do desenvolvi-
mento equivalentes (Jamieson et al., 1986). Nos animais, a suscep-
tibilidade à hiperóxia é específica da espécie e, dentro da mesma es-
pécie, da estirpe (Frank et al., 1978). Apesar de não se conhecerem 
em profundidade os mecanismos responsáveis pela toxicidade da 
exposição à hiperóxia, a maioria dos investigadores tem encontrado 
dados que apoiam a hipótese de a formação excessiva de ROS ser a 
mais importante causa directa de agressão nas fases iniciais da ex-
posição (Freeman & Crapo, 1981; Crapo, 1986; Fracica et al., 1991; 
Fracica et al., 1994; Warner et al., 1998). Crapo e colaboradores 
demonstraram que a hiperóxia induz, no pulmão, a produção de 
anião superóxido (O2-•) em consequência da amplificação do proces-
so normal de redução do oxigénio molecular em água na cadeia res-
piratória mitocondrial, seguida pela formação de peróxido de hidro-
génio (H2O2), de radical hidróxilo (HO-) e de peróxinitrito intracelular 
(Freeman & Crapo, 1981; Halliwell, 1991).  
Nos modelos experimentais de exposição à hiperóxia, demons-
trou-se que o recrutamento das células inflamatórias ao nível pul-
monar contribui para a amplificação da produção de ROS, inicial-
mente induzida directamente pela administração exógena de oxigé-
nio sobre células epiteliais, alveolares e brônquicas, (Kinnula et al., 
1991; Kinnula et al., 1992; Pietarinen-Runtti et al., 1998; Kinnula & 
Crapo, 2003) e pelas células do endotélio pulmonar (Holland et al., 
1990; Usatyuk et al., 2003; Brueckl et al., 2006). 
A expressão morfológica da lesão pulmonar induzida pela ex-
posição à hiperóxia é a alteração da arquitectura do parênquima e 
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das vias aéreas, em que as ROS actuam como segundos mensagei-
ros intracelulares, induzindo apoptose, interferindo na regulação da 
proliferação celular e da actividade protease/anti-protease no pul-
mão (Rahman & Macnee, 1996; Rahman & Macnee, 1999). 
2. Relação entre exposição a espécies reactivas de 
oxigénio (ROS) e stress oxidativo 
O conceito de stress oxidativo foi introduzido por Sies, para 
designar a “alteração do equilíbrio entre pró-oxidantes e antioxidan-
tes favorecendo o primeiro, levando a lesão potencial” (Sies, 1997). 
Neste processo, estão envolvidos átomos e moléculas capazes de 
existência independente, apesar de terem um ou mais electrões de-
semparelhados, como o anião superóxido e o radical hidróxilo. Molé-
culas derivadas do oxigénio, como o peróxido de hidrogénio, o peró-
xido de azoto e o ácido hipocloroso, apesar de não terem electrões 
desemparelhados na sua orbital externa, são altamente reactivas 
com as moléculas vizinhas (Halliwell, 1994; Halliwell, 1996; Sadeghi-
Hashjin et al., 1998a; Andreoli, 2000; Henricks & Nijkamp, 2001). 
De acordo com a sua composição química, designam-se os átomos e 
moléculas com estas características por espécies reactivas de 
oxigénio (ROS) e de nitrogénio (RNS). 
A estabilidade da maior parte das moléculas resulta de possuí-
rem, em cada orbital, dois electrões com sentidos de rotação (spins) 
opostos, o que neutraliza o campo magnético gerado pela rotação 
individual de cada electrão. Com o oxigénio não é assim: a orbital 
externa contém dois electrões com sentidos de rotação iguais, o que 
implica que nas reacções em que participa se estabeleçam ligações 
com um electrão de cada vez, em processos de colisão independen-
tes. Nestas reacções há tempo para a inversão do spin electrónico 
por interacção com os spins nucleares, formando-se espécies quími-
cas intermediárias muito instáveis (D'Angio & Finkelstein, 2000). Em 
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condições fisiológicas, a maior parte do O2 é reduzida pela citocro-
mo-oxidase mitocondrial que contém dois grupos heme e dois de co-
bre (Cu2+) no seu grupo prostético, o que lhe permite a redução do 
O2 em duas moléculas de água (H2O). Nesta reacção, a redução do 
oxigénio resulta, na sua maior parte, na formação de trifosfato de 
adenosina (ATP), substrato energético indispensável das células ae-
róbias. Apenas 0.4% a 4% escapa a este processo, dando origem a 
ROS que são neutralizadas por sistemas de defesa antioxidante com 
localização intra e extra-celular (Fridovich, 1998). 
Considera-se que uma molécula é antioxidante se tiver pelo 
menos uma das seguintes propriedades: impedir a formação de 
ROS, ser capaz de os remover ou de reparar alterações induzidas 
pelas ROS noutras moléculas (Sies, 1991). Na Tabela 1 estão lista-
dos os principais sistemas antioxidantes, que podem ser enzimas 
com localização intra e extracelular ou moléculas de baixo peso mo-
lecular, como as vitaminas C e E (Pietarinen-Runtti et al., 1998; Asi-
kainen et al., 2001; Asikainen & White, 2005).  
Os principais antioxidantes pulmonares são as superóxido dis-
mutases (SOD), a peroxidase do glutatião (GPx) e a catalase (CAT). 
As SOD catalisam a passagem do ião superóxido a peróxido de hi-
drogénio e oxigénio molecular, enquanto que enzimas intracelulares 
como a CAT actuam na fase seguinte da reacção, catalisando a pas-
sagem de duas moléculas de H2O2 a água e oxigénio molecular 
(Fridovich & Freeman, 1986; Fridovich, 1997; Kinnula & Crapo, 
2003; Crapo, 2003). Outras moléculas antioxidantes, como o gluta-
tião e a tiorredoxina peroxidases (GPx e TPx) e as correspondentes 
redutases, têm uma acção semelhante à da catalase. A GPx reduz o 
H2O2 em H2O através da oxidação do glutatião que é posteriormente 
reduzido pela redutase. Este efeito de recuperação do glutatião re-
duzido impede a depleção dos tióis intracelulares e tem um papel 
particularmente importante na oxidação dos hidroperóxidos orgâni-
cos (Fridovich & Freeman, 1986; Rahman et al., 2006). 
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Em condições fisiológicas, a produção contínua de ROS encon-
tra-se em equilíbrio com o sistema de defesa antioxidante. Quer isto 
dizer que a produção de ROS é acompanhada por um consumo equi-
valente de antioxidantes, o que impede ou limita a lesão celular in-
duzida pelo “stress oxidativo” tal como foi definido por Sies (Sies, 
1991; Sies, 1997). Quando este equilíbrio se perde a favor da for-
mação de ROS, instala-se um estado de stress oxidativo que é em 
muitos casos, se não o factor desencadeante, pelo menos um dos 
responsáveis pela perpetuação das reacções inflamatórias ou imuno-
lógicas, contribuindo para a manutenção da resposta e amplificação 
da lesão (Halliwell, 1996). 
A primeira demonstração experimental da relação entre o oxi-
génio e a inflamação deve-se a Baldridge e Gerard que, em 1932, 
observaram um súbito aumento do consumo de oxigénio pelos neu-
trófilos do sangue periférico do cão quando expostos a bactérias. Es-
te resultado foi inicialmente interpretado como sendo consequência 
do aumento da actividade metabólica necessária para a fagocitose 
(Baldridge & Gerard, 1932). No entanto, Sbarra e Karnovsky de-
monstraram que esta ideia não correspondia à realidade, já que o 
aumento do consumo de oxigénio durante a fagocitose era indepen-
dente da actividade da cadeia respiratória (Sbarra & Karnovsky, 
1959) e que estava antes associado à produção de peróxido de hi-
drogénio (Iyer et al., 1961), molécula com uma importante acção 
bactericida. Actualmente sabe-se que a maior parte do oxigénio con-
sumido durante a fagocitose se destina à síntese de anião superóxi-
do (O2-•) e de peróxido de hidrogénio (H2O2), reacção catalizada su-
cessivamente pelos enzimas NADPH-oxidase e superóxido dismutase 
(SOD) e de ião hipoclorito, por acção das peroxidases dos neutrófilos 




TABELA 1 – SISTEMAS ANTIOXIDANTES 
Grupos Exemplos 
Enzimas antioxidantes “clássicos” Superóxido dismutases (SOD) – MnSOD e CuZnSOD e 
Extracelular (ECSOD) 
Glutatião (G) e Tiorredoxina (T) Peroxidases (Px) 
Glutatião (G) e Tiorredoxina (T) Reductases (R) 
 
Sistema do glutatião (GSH/GSSG) e 
tiorredoxina (Trx) 
 
Heme-oxigenases (HO)  
Antioxidantes de baixo peso molecular Vitaminas C e E 
 
 
Estes resultados não só demonstram que as ROS têm um im-
portante papel nos mecanismos de defesa do hospedeiro, como iden-
tificam as células inflamatórias como capazes de aumentarem de 
forma muito significativa a sua produção quando existe lesão tecidu-
lar. A elevada reactividade das ROS com a maior parte das macro-
moléculas, que lhes confere a eficácia enquanto bactericidas, tem 
contudo a contrapartida de não ser selectiva. As ROS participam em 
reacções de oxidação com hidratos de carbono, lípidos, proteínas e 
ácidos nucleicos, e provocam a desorganização da estrutura molecu-
lar e a modificação das funções biológicas dos tecidos envolvidos na 
reacção inflamatória, induzindo respostas celulares que resultam, 
por sua vez, na formação secundária de ROS (Babior, 2000).  
3. Relação entre exposição à hiperóxia e a formação 
de ROS  
Apesar de intuitivamente se admitir que a exposição à hiperó-
xia provoca um aumento do stress oxidativo, a demonstração expe-
rimental directa desta relação resulta, na sua maior parte, de estu-
dos in vitro (Jamieson et al., 1986; Parinandi et al., 2003; Chow-
dhury et al., 2005).  
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Demonstrou-se que a exposição de células alveolares a 100% 
de O2, em condições normobáricas, resulta num aumento da produ-
ção de anião superóxido, peróxido de hidrogénio, lipoperóxidos, radi-
cal hidróxilo (HO-) e singuleto de oxigénio (1O2) (Figura 1) (Freeman 




Figura 1 – Relação entre hiperóxia e produção de ROS. A exposição à hiperóxia 
induz sucessivamente aumento da produção de anião superóxido (O2 -), de peróxi-
do de hidrogénio (H2O2) e de radical hidróxilo (HO-). 
 
Anião Superóxido 
Freeman e Crapo demonstraram que, em condições de hiperó-
xia, o aumento da utilização de oxigénio nas mitocôndrias ocorre, tal 
como acontece em condições fisiológicas, através de uma “fuga” na 
cadeia respiratória, em que um electrão é transferido do NADH ou da 
ubiquinona para o oxigénio, com formação de anião superóxido, que 
será tanto maior quanto maior for a pO2. No pulmão, o principal da-
dor de electrões é o NADH, uma vez que neste órgão as mitocôn-
drias são relativamente pobres em ubiquinona (Crapo, 1975; Free-












A maior parte do anião superóxido sofre in vivo uma reacção 
de dismutação catalisada pela superóxido dismutase (SOD), da qual 




O anião superóxido, apesar de ser selectivo na sua reactivida-
de com as moléculas vizinhas, é potencialmente mais lesivo que ou-
tras ROS, uma vez que pode difundir-se a maior distância do seu lo-
cal de formação até encontrar uma molécula-alvo (Fridovich, 1986). 
 
Peróxido de hidrogénio e radical hidróxilo 
Demonstrou-se também que a produção pulmonar de H2O2 
aumenta com a pO2 (crescente até 100% O2). O H2O2 aumenta li-
nearmente entre 0% e 60% de oxigénio, sofrendo depois um au-
mento abrupto entre 60% e 100% de oxigénio. As fontes intracelula-
res de H2O2 são as mitocôndrias, os microssomas, as membranas 
nucleares e enzimas solúveis. Nos estudos in vitro, a relação mito-
côndrias/microssomas aponta para que 85% da produção de H2O2 
seja da responsabilidade dos microssomas (Kinnula et al., 1991; 
Kinnula et al., 1992; Kinnula et al., 1995).O peróxido de hidrogénio 
tem uma reduzida reactividade com as moléculas vizinhas. Contudo, 
na presença de iões Fe2+ ou Cu2+, pode gerar o radical hidróxilo: 
2 O2
-• + 2H+ → H2O2 + O2
H2O2 + Fe
2+ (ou Cu2+) → HO• + HO- + Fe 3+ (ou Cu2+) 
 
Por sua vez, o Fe3+ não permanece livre em solução, ligando-
se aos ácidos nucleicos e aos fosfolípidos das membranas adjacentes 
(Keyer et al., 1995; Keyer & Imlay, 1996). Nesta reacção o radical 
mais instável e com maior toxicidade é o radical hidróxilo, que reage 
com qualquer estrutura na vizinhança imediata do local onde foi ge-
rado (Halliwell, 1991). O radical hidróxilo tem capacidade para alte-
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rar a estrutura de proteínas levando à quebra e desnaturação das 
cadeias polipeptídicas do DNA com modificação das bases e interrup-
ção do ciclo celular. Altera também os lípidos insaturados através da 
oxidação dos ácidos gordos da membrana celular e dos organelos 
intracelulares, sendo estas últimas as alterações responsáveis pela 
alteração da permeabilidade celular induzida pela hiperóxia. 
O H2O2 é facilmente difusível entre os meios intracelular e ex-
tracelular e actua como um mensageiro intracelular, necessário para 
a activação do factor de transcrição nuclear κB (NFκB). O NFκB é o 
factor de transcrição mais estudado em condições de hiperóxia, pela 
qual pode ser induzido directamente (Jany et al., 1995; Shea et al., 
1996; Baldwin, Jr., 1996; Mantell & Lee, 2000; Mayo et al., 2001). 
Tem capacidade de modular a expressão de citocinas e quimiocinas 
durante o stress oxidativo e está implicado em diferentes processos 
inflamatórios do pulmão (Blackwell & Christman, 1997; Barnes & Ka-
rin, 1997; Sadikot et al., 2003). A regulação inapropriada da trans-
crição, mediada pelo NFκB e pelo activador da proteína-1 (AP-1), é 
considerada como uma potencial responsável da resposta inflamató-
ria associada à hiperóxia (Barnes & Karin, 1997; D'Angio & Finkels-
tein, 2000; Lee & Choi, 2003; D'Angio & Maniscalco, 2004).  
4. Relação entre hiperóxia e a formação de espécies 
reactivas de azoto (RNS) 
As ROS podem também reagir com outros radicais livres como 
o monóxido de azoto (NO), dando origem a moléculas com elevada 
citotoxicidade, como o anião peróxinitrito que é apontado como um 
potencial desencadeante da peroxidação lipídica (Sadeghi-Hashjin et 
al., 1998a; Halliwell et al., 1999). A hiperóxia parece estar associada 
a um aumento da produção de NO através da indução da actividade 
da sintetase inductível do NO (iNOS), cuja expressão é induzida por 
diferentes citocinas inflamatórias como o TNFα (Hesse et al., 2004). 
 25 
No entanto, a importância dos RNS na lesão pulmonar induzida pela 
hiperóxia é ainda controversa e os resultados de diferentes grupos 
têm sido discordantes, dependendo das condições experimentais 
(Bhandari, 2003). 
5. Relação entre as ROS e a resposta inflamatória in-
duzida pela hiperóxia 
A demonstração experimental de que a exposição à hiperóxia 
desencadeia uma resposta inflamatória no pulmão teve em grande 
parte origem em protocolos de exposição de animais in vivo, a FiO2 
iguais ou superiores a 80% (Crapo, 1986; Mantell et al., 1999; Deng 
et al., 2000; Denis et al., 2001; Auten et al., 2001; Yi et al., 2004).  
Em murganhos de três estirpes diferentes, C57B1/6J, 129/J, e 
C3H/HeJ, identificaram-se citocinas libertadas pelo epitélio bronquio-
lar em resposta à exposição aguda a 100% de O2. Verificou-se que o 
aumento dos níveis de interleucinas (IL) IL-6, IL1β, IL-3 e TNFα era 
semelhante nas três estirpes. Apenas variou a duração da fase de 
iniciação, enquanto o padrão de lesão celular da fase inflamatória foi 
semelhante nas três estirpes. Neste aspecto, a resposta à hiperóxia 
distingue-se da desencadeada por outros agentes indutores de stress 
oxidativo, como o ozono ou as radiações ionizantes, em que a res-
posta é muito variável entre espécies e estirpes (Johnston et al., 
1998). 
Demonstrou-se também que as quimiocinas CXC (quimiotáti-
cas para os neutrófilos) e a expressão dos seus ligandos aumentam 
no pulmão de murganhos expostos a 80% (Sue et al., 2004) e a 
95% de oxigénio (Deng et al., 2000; Auten, Jr. et al., 2001). A de-
monstração do aumento de P-selectina e da expressão de ICAM-1 
(ligando para as β2-integrinas dos neutrófilos) em modelos seme-
lhantes, reforçou a relevância dos neutrófilos na lesão do parênqui-
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ma pulmonar induzida por níveis elevados de oxigénio (Welty et al., 
1993; Zeb et al., 1996; Nishio et al., 1998; Gerik et al., 2003).  
Os dados que implicam directamente as ROS na lesão das vias 
aéreas em humanos são relativamente escassos, limitando-se a es-
tudos em células epiteliais isoladas e em células inflamatórias, ob-
servando-se lesão epitelial e diminuição do número e função ciliar 
(Beckett & Wong, 1988; Solway & Hershenson, 1995; Pietarinen-
Runtti et al., 1998). Em modelos animais, demonstrou-se que as 
ROS induziam aumento da contractilidade do músculo liso das vias 
aéreas (MLVA), através da administração in vitro de peróxido de hi-
drogénio em músculo de traqueia e em brônquio isolado de rato e de 
cobaia. O peróxido de hidrogénio, provoca não só a contracção direc-
ta do músculo liso de traqueia de bovinos, como o aumento da res-
posta contráctil a agentes colinérgicos, à histamina, à serotonina, à 
bradicinina e à substância P e ainda a proliferação de miocitos atra-
vés das proteina-quinases activadas por mitogénios (MAPK) 
(Rahman, 2003; Romashko et al., 2003). Também a peroxidação 
lipídica das membranas celulares e a formação de F2α-isoprostano 
foram relacionadas com o aumento da contractilidade e a hiperplasia 
do MLVA (Sadeghi-Hashjin et al., 1998a; Sadeghi-Hashjin et al., 
1998b; Henricks & Nijkamp, 2001) 
II. A EXPOSIÇÃO PULMONAR À HIPERÓXIA EM FASES 
PRECOCES DO DESENVOLVIMENTO – CONTRIBUTO DOS 
MODELOS ANIMAIS 
1. Exposição à hiperóxia, stress oxidativo e displasia 
broncopulmonar (DBP)  
Uma área em que o papel do stress oxidativo associado à in-
flamação assume particular relevância diz respeito à patologia respi-
ratória do recém-nascido, em particular do prematuro (Saugstad, 
2001a). 
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Sabe-se que a extrema prematuridade, as infecções respirató-
rias neonatais – em particular pelo ureaplasma ureoliticum – são 
mais frequentes nas crianças com diagnóstico de displasia bronco-
pulmonar (DBP) em quem persistem manifestações de morbilidade 
respiratória (ATS, 2003). Nestes casos, os estímulos inflamatórios 
iniciam-se muitas vezes ainda in utero e tendem a acentuar-se após 
o nascimento, quando os recém-nascidos são ventilados e sujeitos a 
oxigenioterapia por períodos prolongados e susceptíveis a infecções 
virais e bacterianas (Saugstad, 1985; Saugstad, 1989; Saugstad, 
1996). Nestes doentes, considera-se que a morbilidade respiratória é 
consequente à reacção inflamatória das vias aéreas e do parênquima 
pulmonar, associada à menor eficiência dos sistemas de defesa an-
tioxidantes. Nesta fase do desenvolvimento, o stress oxidativo resul-
tante de diferentes tipos de agressão pulmonar é considerado um 
dos factores responsáveis por sequelas respiratórias permanentes 
(Saugstad, 2001b; Saugstad, 2003; Chess et al., 2006), e pela pre-
disposição para o desenvolvimento de patologia crónica que pode 
permanecer silenciosa durante o crescimento e manifestar-se apenas 
na idade adulta (Friedrich et al., 2005). No entanto, a maioria dos 
estudos prospectivos nestes doentes apenas encontrou correlação 
significativa entre a DBP e a prematuridade, definida por tempo de 
gestação igual ou inferior a 28 semanas (Bancalari et al., 2003; Bel-
castro, 2004), a ventilação mecânica e a oxigenioterapia neo-
natal (Ahrens et al., 1991; Koumbourlis et al., 1996; Kennedy et 
al., 2000; Ng et al., 2000; Doyle et al., 2001; Mai et al., 2003; Hal-
vorsen et al., 2005).  
Apesar de os factores que contribuem para o stress oxidativo 
nestes doentes serem multifactoriais e difíceis de isolar, a avaliação 
das repercussões da oxigenioterapia neonatal em modelos animais 
permitiu demonstrar que a hiperóxia podia, por si só, induzir altera-
ções estruturais e funcionais do pulmão. 
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1.1. Alterações morfológicas do parênquima pulmonar e das 
vias aéreas – contributo dos modelos animais 
A avaliação da relação entre as alterações morfológicas do 
pulmão e a exposição a níveis elevados de oxigénio sobre o parên-
quima pulmonar do babuíno (Coalson et al., 1982; Coalson et al., 
1992; Coalson et al., 1999; Asikainen et al., 2005), da ovelha 
(Walther et al., 1986; Albertine et al., 1999), do rato (Randell et al., 
1990; Shenberger et al., 1997; Chen et al., 1997; Belik et al., 2003; 
Frank, 2003; Yi et al., 2004; Wagenaar et al., 2004) e do murganho 
(Amy et al., 1977; Pappas et al., 1983; Zeb et al., 1996; Shea et al., 
1996; Wilborn et al., 1996; Dauger et al., 2003; Auten et al., 2005), 
permitiu conhecer o perfil celular da resposta à hiperóxia, a sua evo-
lução temporal, as características das alterações da arquitectura al-
veolar e as repercussões correspondentes sobre a função respirató-
ria.  
Nos primeiros trabalhos, dos quais James Crapo fez uma revi-
são detalhada (Crapo, 1986), avaliaram-se as repercussões da expo-
sição a níveis elevados de oxigénio sobre o parênquima pulmonar 
em fases precoces do desenvolvimento de diferentes espécies ani-
mais. Verificou-se que as alterações estruturais passavam por uma 
sequência de fases muito semelhante entre as diferentes espécies 
animais e o homem e que apenas a duração e a gravidade de cada 
fase variavam (Crapo, 1986). Uma vez que o murganho e o rato ex-
postos à hiperóxia logo após o nascimento apresentavam alterações 
estruturais semelhantes às dos animais de médio porte e aos huma-
nos, foram considerados modelos adequados de DBP.  
Demonstrou-se também que a gravidade das alterações histo-
lógicas era dependente de uma forma não linear da fracção inspirada 
de oxigénio, podendo identificar-se dois tipos de lesão: a provocada 
por níveis letais de oxigénio (superiores a 85%O2) que levam à mor-
te em poucos dias;  e as provocadas por FiO2 iguais ou inferiores a 
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85% O2, compatíveis com a sobrevivência por períodos mais alarga-
dos. Crapo sistematizou estas alterações morfológicas do parênqui-
ma pulmonar em cinco fases, de acordo com a gravidade da hiperó-
xia (letal e não letal): fase de iniciação, fase inflamatória, fase des-
trutiva, fase proliferativa e fase de fibrose.   
Na fase de iniciação, as alterações são predominantemente 
bioquímicas e moleculares, sem repercussões estruturais visíveis em 
microscopia óptica ou microscopia electrónica. A sua duração, que 
pode ser de vários dias ou semanas com níveis não letais de oxigé-
nio, não ultrapassa as 72 horas com FiO2 superiores a 85%O2. De 
facto, a curva de “dose-resposta” à hiperóxia tem, nesta fase, um 
declive acentuado: a redução de 100% de O2 para 85% faz com que 
o início da fase inflamatória só seja observável às 72 horas, altura 
em que a maioria dos animais expostos a 100% já não sobrevive 
(Crapo, 1986). 
Nos primatas, a exposição contínua a 60% de O2 não provoca 
lesões imediatas significativas no parênquima pulmonar. A observa-
ção, neste modelo, da existência de fibrose intersticial oito semanas 
depois da exposição contínua por quinze dias, chamou a atenção pa-
ra um aspecto particularmente interessante: mesmo na ausência de 
alterações morfológicas imediatas, a estimulação de processos bio-
químicos e funcionais na fase de iniciação traduz-se, a longo prazo, 
por alterações da arquitectura do pulmão (Coalson et al., 1992).  
A fase inflamatória é marcada por alterações subtis da ul-
trastrutura das células endoteliais, que resulta no aumento da per-
meabilidade vascular, na formação de edema pericapilar e no alar-
gamento da barreira alvéolo-capilar. Segue-se a acumulação de cé-
lulas inflamatórias no interstício pulmonar, provenientes da circula-
ção pulmonar e a estimulação de macrófagos alveolares (Crapo, 
1986).  
No rato exposto a níveis letais de oxigénio, as primeiras ima-
gens de destruição capilar surgem às 48 horas e o número de pla-
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quetas no pulmão duplica (Barry & Crapo, 1985). Segue-se a acu-
mulação de neutrófilos activados na microcirculação, nos septos in-
teralveolares e alvéolos, que dá lugar à rápida amplificação da ex-
tensão da lesão (Keeney et al., 1995). Estes resultados levaram à 
avaliação do papel dos neutrófilos na lesão induzida por níveis letais 
e sub-letais de oxigénio, tendo-se demonstrado que estas células 
são mediadores importantes da lesão hiperóxica já que, em algumas 
situações experimentais, a indução de neutropénia pode reduzir a 
gravidade da lesão (Keeney et al., 1995; Deng et al., 2000; Auten et 
al., 2001; Yi et al., 2004). Contudo, nestas condições de hiperóxia os 
neutrófilos não parecem ser indispensáveis na patogénese das lesões 
microvasculares e do edema pulmonar, uma vez que persistem, ain-
da que com menor gravidade, mesmo em condições de neutropénia 
(Perkowski et al., 2006).  
A exposição a níveis sub-letais de oxigénio não só atrasa o iní-
cio da fase inflamatória, como diminui a sua magnitude e duração. 
No rato, os primeiros elementos figurados do sangue a surgirem na 
microcirculação e no interstício pulmonar são as plaquetas, a partir 
das 48 horas de exposição a 85% de oxigénio, aumentando progres-
sivamente até ao terceiro dia e voltando a valores normais ao quinto 
dia. Os neutrófilos aumentam transitoriamente após cerca de cinco 
dias de exposição, reduzindo-se para valores negligenciáveis a partir 
do sétimo dia (Crapo, 1986). 
Na fase destrutiva, há destruição das células do parênquima 
pulmonar, começando esta pouco depois do início da fase inflamató-
ria. Com níveis de oxigénio superiores a 85% há agravamento do 
edema e aumento da densidade de polimorfonucleares no interstício, 
marcada destruição do endotélio capilar e hemorragia alveolar. Ho-
ras antes da morte do animal, a massa total de células endoteliais já 
está reduzida a 50%. Após a morte, as células endoteliais residuais 
apresentam lesão da membrana celular, marginação e alteração da 
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estrutura da cromatina, dilatação das cisternas do retículo endo-
plasmático, edema intracelular e necrose.  
Em ratos expostos a níveis sub-letais de oxigénio, 40%-50% das cé-
lulas do parênquima pulmonar, em particular das células endoteliais, 
estão destruídas ao fim de sete dias. A partir desta altura o processo 
estabiliza e as células endoteliais residuais apresentam hipertrofia do 
citoplasma e dos organelos intracelulares. Nos animais que voltam 
para o ar ambiente nesta fase, o endotélio recupera gradualmente a 
sua ultrastrutura normal, apesar de o leito capilar alveolar se manter 
substancialmente reduzido (Crapo et al., 1980).  
Quanto à fase proliferativa, não é mais do que a fase de re-
paração da lesão e apenas se observa nos animais expostos a níveis 
de oxigénio iguais ou inferiores a 85%. Envolve todas as estruturas 
dos septos interalveolares e inicia-se em paralelo com a destruição 
do endotélio capilar sendo, provavelmente, responsável pela sobre-
vivência dos animais. No rato, o número de células intersticiais qua-
druplica, predominantemente fibroblastos e monócitos, sendo a es-
cassez relativa de polimorfonucleares relativamente aos monócitos 
uma característica diferencial entre a resposta à hiperóxia letal e 
subletal. Há também proliferação das células alveolares de tipo II, 
enquanto que as células de tipo I se reduzem após sete ou catorze 
dias em 85% de oxigénio. Em níveis superiores a 85% de oxigénio, 
não há reparação da lesão (Crapo, 1986).  
Finalmente, após períodos prolongados de exposição a níveis 
subletais de oxigénio e/ou exposições agudas seguidas de recupera-
ção em normóxia, observa-se a fase de fibrose, que se caracteriza 
pelo aumento da espessura do interstício alveolar, resultante da de-
posição de colagénio e da proliferação de células intersticiais. A este 
propósito, Yi e colaboradores, que avaliaram o efeito da inibição da 
migração de neutrófilos para o parênquima pulmonar após a exposi-
ção por 14 dias a 60%O2, concluíram que as alterações morfológicas 
são o resultado da coexistência de dois fenómenos distintos: do efei-
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to estimulador da administração de níveis moderados de oxigénio 
sobre a alveologénese, e da inibição deste processo causada pela 
migração de neutrófilos induzida pela formação subsequente de ROS 
(Yi et al., 2004).   
Os resultados destes trabalhos permitiram concluir que a ad-
ministração de níveis elevados de oxigénio, em particular nas fases 
precoces da maturação pulmonar, tem efeitos sobre o desenvolvi-
mento e maturação do parênquima, que se caracterizam por uma 
resposta inflamatória com padrão predominante Th1 (com predomi-
nância de neutrófilos), que se instala após um período sem altera-
ções morfológicas visíveis. Segue-se a fase de destruição capilar e 
dos septos alveolares. 
A cronicidade da exposição, possível com níveis sub-letais de 
oxigénio, ocorre não com a persistência ou agravamento da resposta 
inflamatória como se poderia esperar, mas pela evolução para uma 
fase proliferativa, de reparação, com proliferação de fibroblastos, das 
células alveolares e fibrose intersticial.  
Foi possível também verificar que estas alterações eram de-
pendentes da FiO2 e da duração da exposição, estabelecendo-se uma 
relação causal com um factor de risco isolado, a hiperóxia, o que é 
impossível no humano, não só por razões éticas, mas também por-
que nos doentes concorrem diferentes factores de agressão das vias 
aéreas e do parênquima pulmonar em que o stress oxidativo é multi-
factorial.  
O contributo destes resultados para a prática médica foi a re-
dução da FiO2 administrada aos prematuros e da duração da exposi-
ção, pela maior parte das unidades de tratamento de recém-
nascidos (D'Angio & Maniscalco, 2004; Van Marter, 2005), apesar de 
não se ter ainda demonstrado que as repercussões sobre o prognós-




Ao contrário do que acontece relativamente ao parên-
quima pulmonar, a informação disponível sobre as repercus-
sões da exposição à hiperóxia sobre a morfologia das vias aé-
reas é muito escassa.  
 
Entre 1960 e 1980, dados obtidos a partir de peças de autóp-
sia de prematuros ventilados e sujeitos a oxigenioterapia revelaram 
não só as alterações do parênquima pulmonar previamente descri-
tas, como das vias aéreas de condução (Wolfe & DeVries, 1975). 
Morfologicamente, as vias aéreas destes doentes apresentavam me-
taplasia epitelial pavimentosa, aumento do músculo liso e fibrose 
brônquica e peribrônquica (Northway, Jr. et al., 1990; Margraf et al., 
1991), aspectos que são semelhantes aos encontrados na asma 
brônquica (NIH, 2005). Existe também evidência experimental de 
que a exposição in vivo do murganho e do rato a níveis elevados de 
oxigénio induz, na traqueia e brônquios, alterações da matriz extra-
celular com deposição intersticial de colagénio, fibrose peribrônquica 
e peribronquiolar, hiperplasia glandular e aumento da camada mus-
cular. Uma vez que estas características são sobreponíveis às encon-
tradas nos doentes sujeitos a oxigenioterapia neonatal, o rato e o 
murganho hiperóxicos são também considerados modelos adequados 
das alterações das vias aéreas da DBP (Appleby & Towner, 2001; 
Bourbon et al., 2005). 
 
A adopção de estratégias de ventilação e oxigenioterapia neo-
natal menos agressivas, a par dos novos recursos terapêuticos dis-
poníveis para os recém-nascidos prematuros, resultou no desapare-
cimento da maior parte destas alterações estruturais nas vias aé-
reas. No entanto, uma percentagem significativa destas crianças 
tem, ao atingir a idade escolar, queixas respiratórias persistentes e 
aumento da reactividade brônquica a estímulos inespecíficos 
(Pelkonen et al., 1997). A demonstração, em estudos desta nature-
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za, de uma relação estatística entre a oxigenioterapia neonatal e a 
obstrução reversível das vias aéreas, não significa necessariamente 
que a exposição à hiperóxia seja um factor relevante na patogénese 
deste fenómeno. No período neonatal, em particular no recém-
nascido prematuro, concorrem para além das intervenções terapêu-
ticas e infecções respiratórias in útero ou neonatais os factores ine-
rentes à imaturidade pulmonar, que contribuem também para o de-
senvolvimento de sequelas respiratórias persistentes (Saugstad, 
2003).  
2. Alterações funcionais do músculo liso - hiperreac-
tividade brônquica (HRB) 
2.1. Desenvolvimento pós-natal do pulmão e HRB 
Em indivíduos saudáveis, a prevalência da hiperreactividade 
brônquica (HRB), entendida como a resposta exagerada do músculo 
liso das vias aéreas (MLVA) a estímulos inespecíficos, é maior nas 
crianças que nos adultos (Hopp et al., 1985; Sparrow et al., 1987). 
As alterações fisiológicas resultantes da maturação do MLVA podem 
contribuir para a diferente prevalência entre crianças e adultos de 
doenças caracterizadas pela presença de HRB, como a asma (Panitch 
et al., 1989; Sparrow & Mitchell, 1990; Chitano & Murphy, 2003; 
Chitano et al., 2005). 
Os mecanismos propostos como responsáveis pela modificação da 
HRB com a idade incluem factores estruturais, nervosos e farmaco-
lógicos. A orientação espacial das vias aéreas, a impedância à con-
tracção do músculo liso (representadas pela cartilagem e pela trac-
ção elástica do pulmão) e as propriedades contrácteis do músculo 
liso passam por processos de maturação no período pós-natal que 
podem modificar a reactividade do MLVA (Van der Ent et al., 1996; 
Snepvangers et al., 2004). Assim, o conhecimento da ontogénese 
dos mecanismos de contracção e relaxamento do músculo liso em 
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fases precoces do desenvolvimento pós natal – uma área onde a in-
formação disponível ainda é reduzida – pode contribuir para a com-
preensão da patogénese da HRB (Wang et al., 2005).  
O desenvolvimento estrutural das vias aéreas de condução e uma 
parte significativa da sua maturação já se encontram concluídas no 
recém-nascido de termo, altura em que estão formados apenas 10% 
do número total de alvéolos do pulmão adulto. Assim, o pulmão do 
recém-nascido não é uma miniatura do do adulto: embora a divisão 
das vias aéreas esteja completa no final da gestação, as proporções 
relativas e a maturação funcional das estruturas constituintes da pa-
rede continuam após o nascimento (Burri & Hislop, 1998) bem como 
a multiplicação alveolar (alveolarização) que passa por duas fases 
distintas no período pós-natal (Burri, 1984). Na primeira fase, de 
alveolarização rápida, assiste-se à formação da maior parte dos al-
véolos durante os primeiros seis meses de vida. Segue-se um perío-
do de multiplicação lenta que se mantém até aos 18 - 24 meses de 
idade, durante a qual se assiste à redução progressiva do interstício 
pulmonar (Hislop, 2002; Burri, 2006). A partir desta fase e até ao 
início da idade adulta, dá-se o aumento progressivo dos volumes 
pulmonares, com alongamento e alargamento das vias aéreas e ex-
pansão alveolar. Os dados morfométricos demonstraram que entre o 
nascimento e a idade adulta se dá um aumento de duas a três vezes 
no comprimento e no diâmetro das vias aéreas (Burri & Hislop, 
1998; Jeffery, 1998; Hislop, 2002). Quanto ao parênquima, o volu-
me pulmonar aumenta 23 vezes, o volume capilar 25 vezes e o in-
terstício pulmonar seis vezes (Burri, 2006). Assim, a relação entre o 
volume pulmonar e as vias aéreas é menor na criança que no adulto, 
o que resulta uma menor tracção elástica do parênquima sobre as 
vias aéreas distais que têm um contributo significativo para a resis-
tência total ao débito aéreo durante a infância (Jeffery, 1998). 
À semelhança do que acontece durante o desenvolvimento fe-
tal, durante a infância, a espessura da parede das vias aéreas au-
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menta proporcionalmente ao diâmetro, em parte à custa do cresci-
mento do músculo liso ao longo do primeiro ano de vida (Burri & His-
lop, 1998). No pulmão fetal, as células musculares lisas começam a 
surgir na traqueia no início do estadio pseudoglandular, entre a sex-
ta e a oitava semanas, e estendem-se até aos brônquios segmenta-
res a partir da décima segunda (Burri, 1984). Depois, o músculo es-
tende-se sequencialmente ao longo dos bronquíolos terminais e res-
piratórios. Logo após o nascimento há uma aceleração no crescimen-
to do MLVA, provavelmente desencadeado pela passagem para o ar 
ambiente e pelo início da ventilação espontânea (Jeffery, 1998). A 
comparação entre recém-nascidos de termo e prematuros, 10 dias 
após o parto, revelou que, nestes últimos, a quantidade relativa de 
músculo nas vias aéreas com perímetro maior que 1500 μm era su-
perior (Sward-Comunelli et al., 1997). Demonstrou-se, no mesmo 
trabalho, que a massa de músculo corrigida para as dimensões das 
vias aéreas se mantém praticamente constante entre a 25ª e a 36ª 
semanas. Estes dados são sugestivos de que intervenções como a 
ventilação assistida e a oxigenioterapia no período neonatal possam 
induzir alterações estruturais que predisponham ao desenvolvimento 
de HRB (Sward-Comunelli et al., 1997; Burri & Hislop, 1998; Jeffery, 
1998). Contudo, apesar de se terem identificado diferentes factores 
mitogénicos para o músculo liso em cultura de células, não se co-
nhecem ainda os mecanismos responsáveis pela hiperplasia e hiper-
trofia do MLVA nestes doentes.  
O desenvolvimento pré-natal do músculo liso caracteriza-se 
pelo aparecimento sequencial de proteínas contrácteis e do citosque-
leto, desde um estadio indiferenciado, em que se expressa uma 
quantidade muito reduzida de proteínas contrácteis e tem uma acti-
vidade predominantemente secretora, até à célula madura com o 
aparelho contráctil completamente diferenciado (Low & White, 
1998). No entanto, os miocitos maduros conservam a capacidade de 
modificar o seu fenótipo, o que lhes permite voltar a um estado mais 
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indiferenciado, segregando proteínas da matriz extracelular, citoci-
nas e quimiocinas, passar a um estado proliferativo ou assumir um 
comportamento predominantemente contráctil (Hirst et al., 2004; 
Sukkar et al., 2004; Howarth et al., 2004; Halayko et al., 2006). Es-
ta multifuncionalidade que o MLVA conserva após a sua completa 
maturação, é designada por “plasticidade fenotípica” (Halayko et al., 
2006), considerando-se actualmente que o ML não só é o efector do 
broncospasmo agudo (fenótipo contráctil) como um elemento activo 
nas alterações da arquitectura das vias aéreas (fenótipo secretor) 
nas doenças inflamatórias crónicas do pulmão (Halayko & Amrani, 
2003; Hirst et al., 2004).  
A maturação das fibras musculares lisas das vias aéreas, foi 
avaliada a intervalos curtos desde o início do estadio pseudoglandu-
lar até ao final do estadio canalicular, quando pulmão ainda é relati-
vamente pequeno. No murganho, pode-se observar uma bainha de 
músculo liso envolvendo os túbulos que representam a futura tra-
queia e brônquios principais a partir do décimo primeiro dia do esta-
dio embrionário (Sparrow & Lamb, 2003). No estadio pseudoglandu-
lar as células musculares lisas formam uma bainha muito fina à volta 
da base, invaginação epitelial que dará origem às vias aéreas e po-
dem ser identificadas por técnicas imunohistoquímicas de marcação 
da α-actina, calponina (Tollet et al., 2001) e diferentes isoformas das 
cadeias pesadas de miosina (SM-22α) (Low & White, 1998).  
Nesta fase do desenvolvimento, à semelhança do que acontece 
no rato e no murganho, o MLVA do humano dispõe-se em feixes 
perpendiculares ao grande eixo das vias aéreas, excepto nas zonas 
de bifurcação, onde adoptam uma disposição oblíqua. Na traqueia, 
ocupam inicialmente toda a circunferência mas, com o desenvolvi-
mento da cartilagem, acabam por se localizar apenas na região dor-
sal. No final do estadio pseudoglandular, o MLVA forma um sincício 
ou uma rede de fibras musculares que dá lugar, durante o estadio 
 38 
canalicular, a feixes bem individualizados que se entrecruzam entre 
si, assumindo uma disposição progressivamente mais compacta e 
perpendicular ao grande eixo das vias aéreas. Após o nascimento, 
dados obtidos por microscopia confocal no humano e em diferentes 
espécies animais encontraram uma variação de mais ou menos 20º 
na orientação dos núcleos do MLVA relativamente à perpendicular. 
Esta diferença de orientação relativamente ao período pré-natal não 
parece ter repercussões significativas sobre a resistência das vias 
aéreas durante a broncoconstrição (Sparrow & Lamb, 2003). 
Os dados sobre os mecanismos reguladores da maturação do 
músculo liso, resultam de estudos em células mesenquimatosas em 
co-cultura com células epiteliais embrionárias, onde se verificou que 
a presença de uma membrana basal rica em laminina induzia a dife-
renciação das células do mesênquima em miocitos brônquicos (Yang 
et al., 1998). Outros investigadores consideram que as forças mecâ-
nicas exercidas pelo parênquima pulmonar sobre o músculo liso são 
as responsáveis pela modulação do seu crescimento e diferenciação 
(Ramchandani et al., 2000). Desconhece-se, contudo, qual a rele-
vância destes mecanismos na modulação da contractilidade do MLVA 
in vivo e, em particular, durante o desenvolvimento e maturação 
pulmonar (Amrani & Panettieri, 2003).  
Funcionalmente, o músculo liso começa por apresentar poten-
ciais de acção espontâneos e contracções rítmicas no início do esta-
dio pseudoglandular, característica que perde após o nascimento 
(Schittny et al., 2000), quando passa a exibir contracções tónicas 
características das vias aéreas do adulto (Somlyo & Somlyo, 1994). 
No recém-nascido, a maior parte dos mecanismos reguladores do 
tónus das vias aéreas já está presente. No entanto, a sensibilidade 
do músculo liso brônquico do recém-nascido à estimulação colinérgi-
ca avaliada in vitro em condições isométricas, é superior à do adulto 
(Fayon et al., 1994). Demonstrou-se, no porco recém-nascido, que 
as diferenças na resposta in vitro à estimulação com metacolina são 
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independentes da distribuição dos receptores muscarínicos, da mas-
sa de músculo e do seu conteúdo em miosina, bem como dos ele-
mentos não musculares da preparação (Murphy et al., 1991a; 
Murphy et al., 1991b). Uma explicação possível é a maior sensibili-
dade ao cálcio por parte do MLVA do recém-nascido, relativamente 
ao animal jovem e adulto (Sparrow & Mitchell, 1990). 
Por outro lado, a avaliação da contractilidade do MLVA neona-
tal em condições isotónicas, veio revelar modificações na força e na 
velocidade de encurtamento semelhantes às encontradas no músculo 
liso de modelos de HRB. Na cobaia, verificou-se que a velocidade de 
encurtamento no MLVA se reduz a partir das 3 semanas de vida pós 
natal, o que foi atribuído ao aumento da resistência interna ao en-
curtamento por alteração das forças mecânicas durante o desenvol-
vimento. Neste modelo, verificou-se que a estimulação eléctrica do 
MLT induz o aumento progressivo da quinase das cadeias leves de 
miosina (MLCK) durante as três primeiras semanas de vida pós-
natal, para depois se reduzir para os níveis registados logo após o 
nascimento. Os autores deste trabalho consideram que é o aumento 
da fosforilação das cadeias leves de miosina após estimulação que 
determina o aumento da velocidade de encurtamento nos animais 
jovens (Chitano et al., 2005). No entanto, estes resultados só indi-
rectamente permitem inferir que a maior taxa de fosforilação da 
miosina é o mecanismo responsável pelo aumento da velocidade de 
encurtamento em fases precoces do desenvolvimento pós natal 
(Chitano et al., 2005). O facto de a velocidade de encurtamento do 
ML variar entre os diferentes órgãos pode ser atribuído a diferenças 
entre as proteínas contrácteis ou do citosqueleto, variações seme-
lhantes às que ocorrem nas vias aéreas durante o desenvolvimento e 
às de células isoladas de asmáticos ligeiros, em que a velocidade de 
encurtamento é superior à de controlos saudáveis (Chitano & 
Murphy, 2003). 
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Outra característica comum às vias aéreas normais em desen-
volvimento e à HRB é a falência da broncodilatação após uma inspi-
ração profunda. Em indivíduos saudáveis, a inspiração profunda pro-
voca broncodilatação se as vias aéreas forem previamente contraí-
das;  a mesma manobra protege da resposta subsequente a um es-
tímulo broncoconstritor (Scichilone & Togias, 2004; Simard et al., 
2005). Assim, a inspiração profunda tem como consequência um 
efeito protector contra a constrição brônquica excessiva e traduz a 
capacidade que o MLVA tem de adaptar a força contráctil a modifica-
ções do seu comprimento. No músculo liso este processo é muito 
rápido, permitindo-lhe manter a força constante enquanto sofre am-
plas variações de comprimento. Duas teorias estão propostas para 
explicar este fenómeno. A teoria da plasticidade, que defende que as 
células musculares lisas se adaptam a alterações do comprimento, 
através da modificação do número de elementos contrácteis em sé-
rie e deixando as unidades em paralelo inalteradas. De acordo com 
esta hipótese, para que o ML se adapte a um novo comprimento, as 
fibras contrácteis separam-se para se voltarem a ligar de forma 
adaptada ao novo comprimento (Pratusevich et al., 1995). Isto pode 
explicar o decréscimo inicial da força após o estiramento, retornando 
progressivamente ao valor basal. Esta hipótese é reforçada pelo fac-
to de se ter verificado que a velocidade máxima de encurtamento é 
directamente proporcional ao comprimento, mesmo depois da força 
se ter adaptado a um novo comprimento, o que sugere que se for-
maram mais unidades em série (Wang et al., 2005). A contrapartida 
morfológica deste fenómeno foi observada em microscopia electróni-
ca por Kuo e colaboradores, que verificaram que a densidade dos 
filamentos espessos da miosina se reduzia após o estiramento e au-
mentava após estimulações sucessivas dos miocitos (Kuo et al., 
2001; Kuo et al., 2003).  
A segunda teoria explica a adaptação do ML pela reorganização 
do citosqueleto e da matriz extracelular, em vez dos elementos con-
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trácteis. Estes dois elementos são indispensáveis à regulação da 
contractilidade, uma vez que suportam as forças externas exercidas 
sobre a célula ML, mantêm a sua integridade e, quando o ML é esti-
mulado, transmitem a força gerada pelas unidades contrácteis em 
cada célula para o sistema mecânico de medida. De acordo com esta 
teoria, a organização espacial da β-actina do citosqueleto e/ou a sua 
ligação às placas densas da membrana celular, têm a capacidade de 
se reorganizarem espacialmente quando o ML sofre um estiramento 
passivo, do que resulta o favorecimento das ligações entre a miosina 
e a α-actina. Com a activação da célula ML a organização dos fila-
mentos torna-se mais fixa, permitindo que a força gerada e a veloci-
dade de encurtamento sejam optimizados para a conformação que a 
célula tem no início da activação (Gunst & Fredberg, 2003). Ambas 
as teorias reconhecem que o rearranjo da actina é um elemento im-
portante da adaptação do ML ao estiramento, tanto em termos da 
alteração do número de unidades contrácteis como na reorganização 
do citosqueleto e da sua ligação à membrana celular. Neste proces-
so, a matriz extracelular pode estar também envolvida, uma vez que 
o estiramento provoca a sua deformação (Wang et al., 2005).  
Estudos recentes revelaram, numa análise de regressão multi-
variada que incluía os factores de risco para a asma atópica, uma 
correlação significativa entre a HRB e a duração da oxigenioterapia 
neonatal em recém-nascidos prematuros. Estes dados são sugesti-
vos de que a HRB possa ser uma sequela da lesão precoce das vias 
aéreas causada pela exposição crónica a níveis elevados de oxigénio, 
apresentando os doentes um diferente fenótipo da asma brônquica, 
com risco de desenvolver doença pulmonar crónica obstrutiva 
(Halvorsen et al., 2004; Halvorsen et al., 2005). Contudo, não é 
possível avaliar no humano – em particular em recém-nascidos – se 
a administração de oxigénio representa por si só um factor de risco 
para o desenvolvimento de HRB. Neste contexto, uma parte signifi-
cativa dos conhecimentos sobre a relação causal entre a exposição à 
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hiperóxia, as alterações da arquitectura das vias aéreas e a HRB re-
sultaram da investigação em animais hiperóxicos, onde foi possível 
isolar o papel da administração exógena de oxigénio do papel de ou-
tros agentes de stress oxidativo no recém-nascido. 
Uma vez que a maturação pulmonar do rato de termo é com-
parável à de um feto de 27 semanas, o rato recém-nascido re-
presenta um modelo adequado da criança prematura. Por ou-
tro lado, a maturação do pulmão desta espécie dá-se na sua maior 
parte durante as três primeiras semanas de vida, tornando possível 
avaliar num intervalo de tempo relativamente curto repercussões 
das agressões neonatais que no humano só se observam ao fim de 
anos (Broussard et al., 2006). 
2.2 HRB induzida pela hiperóxia – contributo dos 
modelos animais 
A primeira publicação em que se demonstrou que a exposição 
a níveis elevados de oxigénio provoca o aumento da resposta con-
tráctil do músculo liso brônquico in vitro e da resistência das vias aé-
reas, data de 1989, ano em que se demonstrou que a exposição de 
ratos adultos a FiO2 de 85% induzia um aumento da reactividade 
brônquica in vivo e in vitro (Szarek, 1989; Szarek et al., 1995). Se-
guiram-se outros trabalhos que confirmaram as observações de Sza-
rek em ratos jovens (Hershenson et al., 1992a; Hershenson et al., 
1992b; Solway & Hershenson, 1995), cujos aspectos metodológicos 
mais importantes da exposição à hiperóxia estão sintetizados na Ta-
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A maioria dos investigadores usou ratos jovens da estirpe S-
prague-Dawley que submeteu a níveis de oxigénio iguais ou superio-
res a 80% por períodos variáveis entre quatro e vinte e um dias con-
secutivos, considerando-se crónicas exposições com duração supe-
rior a uma semana (Tabela 3). Recentemente, um grupo afastou-se 
deste procedimento ao expor ratos da estirpe Wistar recém-nascidos 
e adultos a hiperóxia moderada (FiO2 de 50%) durante quinze dias 
(Denis et al., 2001; Fayon et al., 2002). A razão da redução dos ní-
veis de oxigénio residiu na necessidade de os aproximar dos valores 
que são actualmente administrados no humano e que permite uma 
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Fmax (g) Morfometria digital: 
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Microscopia óptica: λm 
e Am;  λe e Ae 
M - molar; mN - 10-3 Newton;  5-HT - 5-hidroxitriptamina;  Ach - acetilcolina;  EFS - estimulação 
eléctrica a diferentes frequências;  CDR - curva dose-resposta;  Emax - Força isométrica máxima;  
EC50% - concentração provocadora de 50% do efeito máximo;  λm - comprimento de músculo;  
Am - área de músculo;  λe - comprimento de epitélio;  Ae - área epitelial. 
2.2.1. Pressupostos da selecção dos modelos de HRB induzida 
pela hiperóxia 
O desenvolvimento de modelos de hiperóxia, em particular os 
crónicos, pressupõe a escolha de espécies viáveis para os níveis de 
exposição pretendida e com capacidade de sobrevivência por perío-
dos prolongados. A escolha da espécie e da fase do desenvolvimento 
é um dos aspectos determinantes, bem como a capacidade de o 
animal escolhido desenvolver tolerância a níveis de oxigénio poten-
cialmente letais. 
Sobrevivência em hiperóxia  
a) Diferenças entre espécies 
A capacidade de sobrevivência em condições de hiperóxia varia 
de espécie para espécie e, dentro da mesma espécie, com a fase da 
maturação em que se inicia a exposição (Yam et al., 1978; Frank, 
1991). Entre as diferentes espécies de animais (como o rato, a co-
baia e o hamster), o rato Sprague-Dawley é o que tem maior capa-
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cidade de sobrevivência, tanto no período neonatal como em adulto. 
Todos os adultos têm tempos de sobrevivência em hiperóxia inferio-
res aos animais que são expostos logo após o nascimento (Frank et 
al., 1978; Frank, 1991; Laudert et al., 1994). Uma explicação para 
estas diferenças foi avançada pelos mesmos autores que avaliaram a 
resposta à agressão directa do pulmão pelo oxigénio através da li-
bertação de espécies reactivas de oxigénio (ROS), pelo doseamento 
da SOD, da CAT e da GPx. O doseamento destas enzimas revelou 
um aumento da sua actividade antioxidante (desencadeada pela ex-
posição a > 95% de O2) apenas no rato e no coelho jovens, o que 
pode explicar a maior capacidade que estas espécies têm de sobre-
viver em condições de hiperóxia em fases precoces do seu desenvol-
vimento. A ausência de alteração destas enzimas em adultos das 
mesmas espécies, associada a uma taxa de mortalidade superior, 
corrobora esta hipótese. Quanto à cobaia, que é de todos os animais 
estudados o mais sensível à hiperóxia, não se observaram alterações 
da actividade das enzimas antioxidantes. 
Estes resultados fundamentam a escolha preferencial do rato 
recém-nascido e/ou jovem para os protocolos em que se avaliaram 
as relações entre a hiperóxia prolongada e a HRB. 
 
b) Susceptibilidade à hiperóxia em animais jovens e adultos 
A administração contínua de níveis elevados de oxigénio a animais 
em diferentes fases do desenvolvimento pôs em evidência a maior 
susceptibilidade dos adultos em relação aos animais mais jovens. 
Demonstrou-se que a causa de morte é o edema pulmonar, manifes-
tando-se por edema frequentemente acompanhado de derrame 
pleural. A gravidade destas lesões tem uma relação directa com a 
idade em que se inicia a exposição ao oxigénio. Os animais com 27 
dias apresentam um ligeiro aumento nos três primeiros dias, voltan-
do ao valor de controlo entre os cinco e os catorze dias, enquanto 
que nos de 44 dias o edema pulmonar atinge o seu máximo no ter-
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ceiro dia, reduzindo-se progressivamente até atingir os valores de 
controlo durante a terceira semana. Ultrapassada a fase de edema 
pulmonar, todos os animais desenvolvem hipertensão pulmonar e 
cor pulmonale com insuficiência respiratória (Laudert et al., 1994).  
Em ratos de 27 e 44 dias, a percentagem de sobrevivência 
após três a cinco dias de exposição contínua a 95%-100% de O2 é 
de cerca de 80% (Laudert et al., 1994), enquanto que apenas 20% 
dos animais de 48 e 96 dias sobrevivem mais do que duas semanas 
após a exposição (Laudert et al., 1994; Burghardt et al., 1996). 
Entre os mais jovens, os recém-nascidos têm taxas de sobre-
vivência superiores a todos os outros nas primeiras duas semanas, 
mas maior susceptibilidade a exposições mais prolongadas. 
Tolerância à hiperóxia 
Verificou-se que ratos com quatro dias de vida podiam sobre-
viver cerca de um mês à hiperóxia, se fossem sujeitos nos dez pri-
meiros dias a 95% O2 e os restantes a 65% (Burghardt et al., 1996). 
Neste caso, em que a morfometria foi realizada após dois dias de 
permanência em ar ambiente, houve um aumento da área de mús-
culo sem alterações significativas do epitélio. A ausência de altera-
ções epiteliais não pôde ser explicada pelos autores senão pela sua 
capacidade de recuperação imediatamente após a passagem para a 
atmosfera normal (Hershenson et al., 1994a). A observação de hi-
pertrofia do músculo liso da traqueia após a exposição neonatal de 
ratos Wistar a 50%O2 durante duas semanas (Denis et al., 2001), 
aponta para a hipótese de que a associação entre uma fase precoce 
do desenvolvimento e a exposição à hiperóxia poder resultar em hi-
pertrofia ou hiperplasia persistente do MLVA, sendo as alterações 
epiteliais transitórias. 
 Tanto o rato como o murganho e o coelho adultos têm a capa-
cidade de aumentar a actividade de algumas das suas enzimas an-
tioxidantes em resposta à exposição a hiperóxia moderada, o que  
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resulta no desenvolvimento de tolerância para níveis de oxigénio de 
outra forma considerados letais. Atribui-se um papel importante à 
enzima manganésio superóxido dismutase (MnSOD) mitocondrial, 
que se exprime em todas as células pulmonares, preferencialmente 
nas células musculares lisas e endoteliais. Em condições de hiperó-
xia, esta enzima aumenta no homem, no babuíno e no rato (Yam et 
al., 1978; Asikainen et al., 2001).  
2.2.2. Métodos de estimulação do músculo liso 
Nos estudos in vitro, todos os trabalhos avaliaram o efeito 
da hiperóxia sobre a contractilidade do músculo liso através da esti-
mulação colinérgica com agentes farmacológicos ou por estimulação 
eléctrica a diferentes frequências (EFS). Na EFS o efeito é semelhan-
te ao da estimulação farmacológica, uma vez que parece actuar a-
través da inibição da actividade da enzima acetilcolinesterase. A ace-
tilcolina foi o agente farmacológico mais usado em concentrações 
crescentes mínimas entre 10-8 e 10-7 M e máximas de 10-3 ou 10-2 M 
(Tabela 3). Verificou-se que a exposição à hiperóxia provocava um 
aumento da força isométrica máxima (Fmax) após estimulação com 
acetilcolina ou EFS (Tabela 4), resultado que os autores interpretam 
como um aumento da reactividade colinérgica. Quanto à sensibilida-
de (expressa pela dose ou concentração de acetilcolina ou pela fre-
quência eléctrica que provoca 50% da resposta máxima - EC50%), a 
EFS parece ser um método de estimulação mais potente, uma vez 
que revela alterações da sensibilidade do músculo liso que não são 
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não variou ↑ Não variou 
EC50% - concentração provocadora de 50% do efeito máximo;  ↑ - aumento;  ↓ - diminui-
ção;  * - não se observaram variações nos adultos 
 
Nos estudos in vivo (Tabelas 5 e 6) verificou-se em todos os 
casos um aumento da sensibilidade à acetilcolina e à metacolina ad-
ministradas por via endovenosa, sem variações significativas da 
reactividade avaliada pela resistência total do sistema respiratório.  
 
2.2.3. Avaliação da resposta funcional e expressão dos resul-
tados 
Os grupos que realizaram estudos in vitro monitorizaram a for-
ça isométrica (Tabela 3), afastando-se da preferência pela força iso-
tónica que é muito evidente em protocolos de outra natureza (por 
exemplo, sobre o desenvolvimento do músculo das vias aéreas). Es-
ta opção poderá corresponder a uma tentativa de “isolar" funcional-
mente o músculo das restantes estruturas da mucosa, uma vez que 
a força isométrica traduz apenas a força desenvolvida pelas proteí-
nas contrácteis sem que haja encurtamento dos miocitos. Em con-
trapartida, não é possível avaliar outras propriedades do músculo 
liso brônquico que podem ser responsáveis pelo aumento da reacti-
vidade - mesmo sem hipertrofia - como a velocidade de encurtamen-
to.  
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Pletismografia CDR RL e EL
e.v. - endovenosa;  EFS - estimulação eléctrica a diferentes frequências;  CDR - curva dose-
resposta;  RL – resistência total do sistema respiratório;  EL – elastância total do sistema respirató-
rio;  ECx%/EDx% – concentração/dose provocadora de x% de aumento do valor basal.  
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↑ ↑ Não variou - 
↑ - aumento;  ↓ - diminuição;  - - parâmetro não avaliado;  v.a. - vias aéreas 
 
Um aspecto importante que ressalta dos estudos in vitro é a 
necessidade de usar amostras de anéis de traqueia ou dos brônquios 
principais, já que não é possível tecnicamente colocar nos suportes 
do transdutor brônquios de médio e pequeno calibre. Esta limitação 
não impediu de se demonstrar um aumento da contractilidade indu-
zida pela hiperóxia nas vias aéreas de maior diâmetro (Tabela 4).  
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Relativamente à expressão dos resultados (Tabelas 4 e 6), 
existe uma enorme heterogeneidade (tal como em todos os estudos 
in vitro do MLVA) que se deve fundamentalmente à correcção da F
max e da EC50% para a área ou massa de músculo (Tabela 3). Os mé-
todos morfométricos usados variam também de grupo para grupo, 
tornando muito difícil a comparação dos resultados. Contudo, quan-
do os resultados são corrigidos para parâmetros morfométricos, é 
possível estabelecer relações morfo-funcionais uma vez que, teori-
camente, passa a ser possível distinguir o componente do aumento 
de força que se deve simplesmente a hiperplasia ou hipertrofia, do 
que se deve a alterações intrínsecas da contractilidade. 
Nos protocolos in vivo, a resistência total do sistema respirató-
rio medida por pletismografia foi o método usado para avaliar a res-
posta das vias aéreas. O parâmetro escolhido pela maioria dos gru-
pos para a expressão dos resultados foi a resistência do sistema res-
piratório, considerando significativo um aumento de 200% relativa-
mente ao valor basal (Tabela 5). Nestes casos, existe maior unifor-
midade nos métodos de avaliação funcional e de expressão de resul-
tados relativamente aos estudos in vitro.  
3. Contributo dos modelos animais para a compreen-
são dos mecanismos da HRB induzida pela hiperóxia 
Os grupos representados por Hershenson (Hershenson et al., 
1992a; Hershenson et al., 1992b), Naureckas (Naureckas et al., 
1995) e Solway (Solway & Hershenson, 1995), avaliaram a relação 
entre as alterações do músculo liso e do epitélio das vias aéreas e o 
desenvolvimento de HRB induzida por FiO2> 95%. Os trabalhos fo-
ram feitos na sua maioria in vivo, em ratos Sprague-Dawley de 28 
dias, onde mediram a resistência das vias aéreas por pletismografia 
após uma semana de exposição contínua à hiperóxia (Tabela 5). Ob-
servou-se o aumento da sensibilidade a estímulos colinérgicos (me-
tacolina e acetilcolina) e à estimulação eléctrica do nervo vago, sem 
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variações significativas da reactividade, resultados que se correlacio-
navam com a espessura do epitélio e com a área de MLVA de peque-
no e médio calibre (Tabela 6). Num estudo in vitro, em anéis de tra-
queia (Hershenson et al., 1994c), obtiveram resultados funcionais 
semelhantes, mas acompanhados de uma diminuição da área de 
músculo da traqueia. Este mesmo padrão, aumento da reactividade 
e redução da área de músculo na traqueia, foi encontrado por Agani 
e colaboradores em animais recém-nascidos expostos durante duas 
semanas a 95% de oxigénio (Agani et al., 1997). 
Estes resultados apontam para a hipótese de que níveis eleva-
dos de oxigénio induzam HRB através de alterações intrínsecas da 
contractilidade do MLVA centrais.  
Em síntese, a exposição de pequenos animais a níveis eleva-
dos de oxigénio permitiu demonstrar que a hiperóxia induz altera-
ções da contractilidade do músculo liso que se traduzem por um au-
mento da sensibilidade in vivo e da reactividade in vitro do músculo 
liso a estímulos constritores;  provoca alterações da arquitectura das 
vias aéreas de médio e pequeno calibre que se traduzem, na maior 
parte dos casos, por aumento da espessura do epitélio e do músculo 
liso;  na traqueia, observa-se um aumento da reactividade in vitro, 
não acompanhado por hipertrofia do músculo liso.  
Verificou-se ainda que as alterações da arquitectura das pe-
quenas vias aéreas se relacionavam com a sensibilidade a estímulos 
colinérgicos, e que esta relação podia ser parcialmente explicada pe-
la hiperplasia e/ou hipertrofia do MLVA de pequeno e médio calibre 
(Hershenson et al., 1994a; Solway & Hershenson, 1995). Estes auto-
res encontraram ainda, em ratos da estirpe Sprague-Dawley expos-
tos por oito dias a FiO2 > 95%, um aumento da actividade mitogéni-
ca do lavado bronco-alveolar sobre o MLVA, não dependente do fac-
tor de crescimento derivado das plaquetas (PDGF) (Naureckas et al., 
1995).  
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Estes modelos permitiram também a identificação de alguns 
dos mediadores responsáveis pelas alterações morfológicas e funcio-
nais nas vias aéreas, tendo-se demonstrado que o aumento da sín-
tese de leucotrienos induzida pela hiperóxia se correlaciona com a 
hiperplasia do MLVA de ratos Sprague-Dawley (Burghardt et al., 
1996; Boros et al., 1997). Outro estudo demonstrou que a exposição 
à hiperóxia em fases precoces do desenvolvimento inibe o efeito re-
laxante do monóxido de azoto endógeno sobre o MLVA, resultados 
sugestivos de que o compromisso dos mecanismos de relaxamento 
pode ser responsável pela presença de HRB (Iben et al., 2000). 
Recentemente, um grupo retomou a avaliação das alterações 
morfo-funcionais induzidas em ratos Wistar recém-nascidos e adul-
tos pela exposição por duas semanas a 50%O2. Os resultados destes 
trabalhos foram especialmente interessantes, uma vez que revela-
ram que níveis moderados de oxigénio podem induzir alterações da 
resposta contráctil à estimulação colinérgica in vitro e hipertrofia do 
músculo liso na ausência de uma resposta inflamatória significativa, 
sendo estes efeitos exclusivos dos animais jovens (Denis et al., 
2001). Num subgrupo dos animais jovens, verificaram ainda que o 
relaxamento do MLT induzido pelo salbutamol aumentava no final do 
período experimental, resposta que foi diferente da observada em 
modelos sujeitos a níveis mais elevados de oxigénio (Fayon et al., 
2002). 
Neste modelo, as repercussões imediatas das exposição cróni-
ca a hiperóxia moderada sobre o músculo liso são muito semelhan-
tes às encontradas na asma brônquica, suportando assim a hipótese 
de que o stress oxidativo induzido pela oxigenioterapia neonatal pos-
sa ser um dos factores responsáveis pelas sequelas respiratórias que 
se encontram nestes doentes.  
Não foi, contudo, avaliada a evolução após a exposição 
ter cessado. Este aspecto é particularmente relevante para o 
esclarecimento do papel da hiperóxia na patogénese das 
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queixas respiratórias que os doentes apresentam quando 
atingem a idade escolar. 
Para tal é necessário, não só conhecer as repercussões morfo- 
-funcionais imediatas da hiperóxia crónica neonatal sobre o MLVA, 
como a evolução dessas alterações após o estímulo ter cessado.  
Os modelos animais de exposição à hiperóxia seguida de recu-
peração em ar ambiente têm contribuido não só para a compreensão 
dos mecanismos envolvidos as repercussões crónicas da BDP sobre o 
parênquima e a circulação pulmonares (Wilson et al., 1985; Buckley 
et al., 1996; Clerch et al., 1998), como na patogénese da retinopatia 
do prematuro (Werdich et al., 2004; Smith, 2004; Smith, 2005; Ar-
jamaa & Nikinmaa, 2006).  
Uma vez que é possível que a administração de oxigénio em 
fases precoces da maturação pulmonar e/ou o retorno para condi-
ções de normóxia induza modificações qualitativas ou quantitativas 
do MLVA, considera-se que o desenvolvimento de um modelo seme-
lhante orientado para a avaliação das alterações morfo-funcionais 
das vias aéreas pode contribuír para o esclarecimento dos mecanis-
mos da hiperreactividade brônquica persistente nos doentes sujeitos 








O objectivo deste trabalho foi avaliar, num modelo animal, se 
a exposição neonatal a hiperóxia moderada induz alterações funcio-
nais e estruturais persistentes nas vias aéreas.  
 
Os objectivos específicos foram os seguintes: 
• Desenvolver um modelo animal das repercussões crónicas 
da DBP sobre as vias aéreas, através da exposição de ratos 
Wistar recém-nascidos a 50% de oxigénio durante duas semanas, 
seguidas de um período de três semanas de recuperação em 
normóxia. 
Uma vez que este modelo implicava a avaliação em duas fases 
distintas da maturação neonatal – aos 15 e aos 36 dias de vida - 
começou-se por avaliar, nos grupos de controlo e nos grupos ex-
perimentais, as repercussões do desenvolvimento entre os 15 e 
os 36 dias de vida sobre a resposta in vitro do MLT à estimulação 
colinérgica e β2-adrenérgica, e da morfologia da traqueia. Avalia-
ram-se também as diferenças entre os sexos para os mesmos pa-
râmetros, bem como para a susceptibilidade à hiperóxia. 
 
 
• Retirar implicações do modelo para a compreensão das re-
percussões crónicas da hiperóxia neonatal sobre as vias 
aéreas na displasia broncopulmonar em duas fases distin-
tas: imediatamente após a exposição e após três semanas de re-
cuperação em ar ambiente. Nessa avaliação tomou-se especifica-
mente em conta: 
- A sensibilidade e a reactividade do músculo liso de traqueia 
a doses cumulativas de brometo de metacolina e de salbu-
tamol, avaliadas in vitro através da medição da força iso-
métrica;  
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- O epitélio, o músculo liso, a matriz extracelular e a presen-
ça de células inflamatórias na traqueia, avaliados qualitati-
vamente por microscopia óptica. 
- A área de músculo da traqueia, avaliada por métodos mor-
fométricos.
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Usaram-se ratos Wistar provenientes da colónia existente no 
Biotério da Faculdade de Ciências Médicas da Universidade Nova de 
Lisboa (Director: Professor Doutor Pedro Costa), onde são criados de 
acordo com as normas definidas na directiva comunitária 
86/609/CEE (D. Ofic. Comunidade europeia 18.12.86 nº L358/28 a 
nº358/28;  Decreto Lei nº 129/92;  Portaria 1005/92). Estes animais 
descendem da linhagem de ratos Wistar inbred criada no Instituto 
Gulbenkian de Ciência. 
Os animais dos grupos de controlo foram alojados em gaiolas 
de 42.5 cm x 26.6 cm x 18.5 cm e área de 0.8 m2, em barreira mi-
crobiológica convencional e condições controladas de temperatura 
(entre 20ºC e 24ºC) e humidade (45% a 55%) com fotoperíodo de 
12 horas de iluminação e 12 horas de escuridão e acesso a alimento 
ad libidum.  
Os grupos experimentais foram transportados para uma sala 
do mesmo edifício onde se encontrava o equipamento para exposi-
ção a hiperóxia logo após o nascimento. Nesta sala, as condições de 
ambiente eram idênticas às daquela onde permaneceram os grupos 
de controlo e igualmente sujeitas a verificação diária. Nela permane-
ceram também os animais seleccionados para a recuperação em ar 
ambiente, após exposição à hiperóxia. 
Os animais de ambos os grupos – ninhadas de oito elementos - 
foram mantidos com as respectivas progenitoras até ao 21º dia de 
vida, tendo a eutanásia sido efectuada por narcose com dióxido de 




II. EQUIPAMENTO PARA EXPOSIÇÃO A HIPERÓXIA 
O equipamento consiste numa câmara em acrílico, onde os 
animais foram colocados, e num sistema composto por um sensor 
(analisador) de oxigénio e um controlador do débito de gás.  
Câmara de hiperóxia (Figura 2) 
Câmara em acrílico (Biospherix Lda, EUA) com as seguintes 
dimensões: 75 x 50 x 50 cm e com capacidade para duas gaiolas 
para pequenos animais (42.5 x 26.6 x 18.5 com, área 0.8 m2). As 
paredes laterais e posterior dispõem de dois conjuntos de 12 orifícios 
que podem ser encerrados individualmente, regulando a amplitude 







Figura 2 - Fotografia da câmara de hiperóxia. 1. gaiola 2. orifícios da parede late-
ral 3. encaixe do analisador de oxigénio e da entrada de gás;  4. recipiente com 
sílica gel;  5. recipiente com cal sodada. 
 
Ainda na parede lateral, existe uma zona para adaptação do 
analisador de oxigénio. A câmara tem instalada no seu interior, junto 
 62 
à entrada do analisador, uma ventoinha que mantém a circulação do 
ar enriquecido em oxigénio. 
 
Analisador e controlador de oxigénio 
A estabilidade do ar enriquecido em oxigénio na câmara é as-
segurada com um sistema composto por um analisador de oxigénio e 
um controlador da admissão deste gás (ProOx 110, Biospherix, EUA) 
(Figura 3). 
O analisador de oxigénio, situado no interior da câmara, asse-
gura a monitorização contínua da composição em oxigénio do ar. A 
percentagem de O2 no interior do compartimento é seleccionada no 
controlador que regula a admissão do gás (com uma sensibilidade de 
0.1%) através da abertura da válvula de entrada de O2 até atingir o 
valor programado. Os valores do oxigénio na câmara são visíveis 
num écran analógico, com escala sensível até 0.1%, localizado no 
painel frontal do controlador (Figura 3). 
 
Calibração do analisador de oxigénio 
O analisador do ProOx 110 foi calibrado utilizando azoto (igual 
a 0% de oxigénio), 20%, 50% e 100% de O2 com uma pressão de 
saída do gás de 5 psi. 
Antes de se iniciar a utilização da câmara fizeram-se cinco me-
dições em dias sucessivos, tendo-se verificado que, após o ajuste do 
ponto zero no software do analisador, a resposta do analisador era 
linear, com uma precisão da leitura de 100% em todos os pontos. 
Repetiu-se o procedimento antes de cada grupo de animais ser 
introduzido na câmara, isto é, após períodos de quinze dias em fun-
cionamento contínuo. 
A precisão e linearidade de resposta do equipamento não se al-






Figura 3 – Representação esquemática de equipamento para exposição a hiperó-
xia. O nível de oxigénio na câmara foi mantido constante pelo sistema PROOX 110, 
que mede a concentração de oxigénio no interior do compartimento a partir do 
sinal detectado pelo sensor (1) e regula o débito de saída de O2 (2) pelo encerra-
mento ou abertura de uma válvula que controla a admissão de O2 para o sistema 
(3) a partir de um reservatório exterior.   
Mistura de ar enriquecido com 50% de oxigénio 
Com o equipamento atrás descrito, foi possível obter valores 
constantes de 50%O2 na câmara, usando como fonte oxigénio a 
99% em garrafas de 40 cm3 (Ar Líquido, Portugal). 
Através das aberturas nas suas paredes, o interior da câmara 
mantém o contacto com o ar ambiente, funcionando como "câmara 











medido na sala onde se encontra o equipamento. Assim, a partir de 
uma fonte de 99%O2, procedeu-se ao enriquecimento do ar na câ-
mara até se atingir o valor de 50%O2, pré-programado no controla-
dor ProOx 110. Uma vez atingido, o controlador encerrava a admis-
são de gás, corrigindo posteriormente qualquer variação da percen-
tagem de O2 igual ou superior a 0.1%.  
III. EQUIPAMENTO PARA MEDIÇÃO DA FORÇA 
ISOMÉTRICA IN VITRO (Figura 4) 
As repercussões funcionais da hiperóxia sobre as vias aéreas 














Sistema de aquisição de 





Figura 4 - Equipamento para medição e registo da força isométrica. 1. anel de tra-
queia - colocado horizontalmente no banho de órgão entre dois suportes não de-
formáveis;  2. suporte superior - ligado ao transdutor de força isométrica;  3. sinal 
- amplificado e transmitido à placa de aquisição de dados;  4. equipamento infor-
mático - visualização do sinal em tempo real e armazenamento de dados para 
análise posterior.  
 
de traqueia colocados em banho de órgão e ligados a transdutores 
de força isométrica. 
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O equipamento para medição da força isométrica (EMKA Tech-
nologies, Paris, France) dispõe de quatro reservatórios para banho 
de órgão com capacidade de 20 mililitros (ml) e quatro transdutores 
de força isométrica, permitindo a avaliação simultânea de amostras 
de traqueias de quatro animais. 
O sinal do transdutor isométrico é transmitido a um amplifica-
dor de quatro canais (EMKA Technologies, Paris, France) e recebido 
por um computador (processador 486) através de uma placa de 
aquisição de dados de 12 bits, Digidata 1200A (Axon Instruments, 
Inc, EUA). 
A frequência de amostragem de 10/segundo da placa permite 
a visualização do sinal em tempo real no monitor do computador a-
través do programa Axoscope, versão 1.1. (Axon Instruments, Inc, 
EUA), compatível com o sistema operativo Windows 98 (Microsoft 
Co., EUA). 
A interferência eléctrica deste circuito, com uma variância igual 




Verificou-se a linearidade da resposta dos transdutores entre 
0.5 e 10 gramas, valores entre os quais se situa a gama de força ge-
rada por amostras de músculo liso de traqueia, usando pesos de 0.5, 
1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 5.0, 5.5 e 10.0 gramas.  
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IV. SOLUÇÕES E AGENTES FARMACOLÓGICOS 
As soluções e agentes farmacológicos utilizados na avaliação 
da força isométrica in vitro foram os seguintes: 
Solução de Krebs-Henseleit (KH) (mM) - NaCl 118.4, KCl 4.7, CaCl2 
2.5, MgSO4 1.2, NaHCO3 24.9, KH2PO4 1.2 e glucose 11.1. 
Brometo de metacolina: C8H18NO2Br, peso molecular 240.1g (Sigma) 
em concentrações entre 10-7 M e 10-1M.  
Salbutamol: C13H21NO3, peso molecular 239.3g (Sigma) em concen-
trações entre 10-7 M e 10-1M. 
A solução de KH e as diferentes concentrações molares do sal-
butamol e do brometo de metacolina foram sempre preparadas no 
dia da experiência e as concentrações dos agentes farmacológicos 
foram calculadas para o volume final no reservatório de 20 ml. 
Durante a experiência, a solução de KH foi mantida a 37ºC e 
para assegurar a constância do pH, arejada continuamente com car-
bogénio (95%O2 e 5% CO2).  
 
V. PROTOCOLO EXPERIMENTAL (Figura 5) 
1. Exposição de ratos Wistar a hiperóxia moderada 
Colocaram-se na câmara de hiperóxia (Figura 2) ratos Wistar 
recém-nascidos, entre as oito e as vinte e quatro primeiras horas de 
vida, tendo sido expostos durante quinze dias a 50%O2 em condi-
ções isobáricas, procedimento semelhante ao descrito por Denis e 
colaboradores (Denis et al., 2001). Os animais, quatro machos e 
quatro fêmeas por ninhada, permaneceram com a progenitora numa 
gaiola com dimensões adequadas para comportar o seu crescimento 
durante o período de exposição.  
Usou-se sílica gel para absorção do vapor de água e cal sodada 
para o dióxido de carbono. A temperatura e humidade na câmara 
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foram registadas diariamente, sendo os valores médios na câmara 
de 23.3 ± 1.37ºC e de 57.1 ± 4.55%, respectivamente. 
A fracção de oxigénio na câmara, registada com intervalos a-
proximados de 24 horas, foi monitorizada continuamente pelo siste-
ma ProOx 110, tendo-se mantido praticamente constante (49.7% ± 
1.31%) durante todo o estudo. 
A câmara foi aberta diariamente durante cinco minutos para 
mudança da cal sodada e da sílica gel, e uma vez por semana, du-
rante quinze minutos para limpeza e substituição de água e alimento 




















Figura 5 – Desenho experimental: Submeteram-se 48 ratos Wistar recém-nascidos 
a 50%de O2 durante 15 dias. Um subgrupo destes animais, grupo 50%O2, foi ava-
liado imediatamente após a exposição, enquanto que o outro voltou para o ar am-
biente, grupo 50%O2+Ar, tendo sido avaliado ao fim de três semanas. Ambos os 
grupos experimentais foram comparados com grupos de controlo da mesma idade 
(Controlo 15d e Controlo 36d). Avaliou-se (---- ) o efeito do desenvolvimento 
sobre a força isométrica e a área de músculo, nos grupos de controlo e experimen-






No final do período de exposição foram retirados da câmara, e: 
1. Um subgrupo foi sacrificado imediatamente após, ao 15º dia 
de vida (grupo 50%O2).  
2. Um subgrupo foi colocado em ar ambiente, onde permane-
ceu durante três semanas até ao 36º dia de vida, em condições 
idênticas às da câmara de hiperóxia, excepto em relação à fracção 
de oxigénio no ar inspirado (grupo 50%O2+ Ar). 
2. Grupos de controlo 
Os animais dos grupos experimentais foram comparados com 
grupos de controlo com a mesma idade - 15 dias e 36 dias - em 
idêntica proporção machos/fêmeas (Figura 5) e que, como já foi 
mencionado, permaneceram em ar ambiente em gaiolas com dimen-
sões iguais e sob condições idênticas de temperatura (20ºC a 24ºC), 
humidade (45% a 55%) e exposição à luz (fotoperíodo de 12 horas), 
e com dieta semelhante para as progenitoras e animais desmamados 
(a partir do 21º dia). 
Para evitar diferenças no desenvolvimento entre os animais em 
hiperóxia e os grupos de controlo que pudessem ser atribuídas à 
competição pela amamentação, o número de animais por cada pro-
genitora foi sempre de oito. 
3. Preparação do material de experiência 
Todos os animais foram sacrificados por narcose com dióxido 
de carbono e pesados em seguida. 
Procedeu-se à exposição da traqueia através de uma incisão 
mediana cervico-torácica que incluiu esternotomia. Afastados os pla-
nos superficiais procedeu-se à excisão da traqueia, que foi secciona-
da no seu topo cefálico entre o primeiro e o segundo anéis cartilagi-
nosos, e na extremidade caudal no intervalo entre os dois últimos 
anéis.  
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Após terem sido isolados, os segmentos de traqueia foram co-
locados num recipiente com solução de KH à temperatura ambiente, 
onde se procedeu à limpeza do tecido conjuntivo ainda aderente, sob 
ampliação com lupa.  
4. Medição da força isométrica 
O procedimento começou sempre pelo ajuste do zero eléctrico 
do sistema através do ganho do amplificador, seguido da calibração 
em dois pontos dos transdutores com pesos de 0.5 g e 5.5 g. 
Os anéis de traqueia, com 7 a 8 milímetros (mm) de eixo lon-
gitudinal (Denis et al., 2001), foram colocados no banho de órgão 
com 20 ml de solução de KH, arejada continuamente por 95% de O2 
e 5% de CO2 e aquecida à temperatura de 37ºC por um sistema de 
banho-maria (Figura 4). 
No reservatório, os cilindros foram mantidos em posição ao 
longo do seu maior eixo e perpendicularmente ao transdutor de força 
isométrica entre os dois suportes de aço inoxidável. O suporte supe-
rior, móvel, foi suspenso no transdutor, estando o suporte inferior 
fixo ao fundo do reservatório (Figura 4). 
 
Estiramento mecânico inicial e medição da força em repouso 
Um dos métodos recomendados para uniformizar as condições 
basais de medição da força no MLVA consiste num estiramento me-
cânico com amplitude suficiente para induzir um nível de força iso-
métrica basal em repouso, a partir do qual se obtém a resposta má-
xima a um agente constritor e que é designado por “comprimento 
óptimo de repouso” (Mitchell et al., 1991; Gourgoulianis et al., 
1999). 
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Cada cilindro de traqueia foi sujeito a um estiramento inicial de 
1.5g∗ através da rotação do micromanipulador em sentido anti-
horário o que determina o afastamento do suporte superior do infe-
rior (Figura 4). A amplitude do estiramento foi controlada pela ins-
pecção do registo em tempo real no monitor do computador. 
Seguiu-se um período de estabilização da preparação com uma 
duração mínima de 45 minutos durante o qual foram feitas lavagens 
com solução de KH de 15 em 15 minutos. 
Estimulação com agentes farmacológicos 
Após a estabilização da força isométrica basal, juntaram-se su-
cessivamente à solução concentrações crescentes de: 
1. Brometo de metacolina entre 10-7 M e 10-1 M, seguida de, 
2. Salbutamol entre 10-8 M e 10-2 M, seguido de, 
3. Duas lavagens com solução de KH, feitas com 10 minutos 
de intervalo. 
O intervalo mínimo de tempo entre doses sucessivas de cada 
agente foi de três minutos, ou o necessário para se atingir um nível 
de força isométrica estável. 
VI. ANÁLISE DO SINAL – FORÇA ISOMÉTRICA  
1. Critérios de análise 
Procedeu-se à análise do sinal a partir dos dados armazenados 
no computador durante o procedimento experimental com o progra-
ma Axon Laboratory, versão 1.1., uma vez que, durante a fase de 
aquisição do sinal em tempo real, este apenas mostra a curva tem-
po-resposta. Este programa apresenta o registo gráfico das varia-
                                         
∗ Determinaram-se os valores para o comprimento óptimo usando quatro fragmen-
tos do terço médio da traqueia de quatro animais recém-nascidos (8 a 12 dias de 
idade), oito com idades entre os 22 e os 39 dias e oito entre os 40 e os 60 dias. 
Nos animais com idade superior a 21 dias não se observaram diferenças significa-
tivas, quer na força isométrica basal, quer nos valores máximos da força induzidos 
por 50mM de KCl aplicando 1.0 g, 1.5 g e 2.0 g. No grupo com menos de 15dias, o 
comprimento óptimo obteve-se com 1.0 g. 
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ções da força isométrica ao longo de toda a experiência no monitor 
do computador, onde se seleccionaram os intervalos relevantes atra-
vés da manipulação de dois cursores (Figura 6). Para cada selecção 
o programa calcula: a sua duração em segundos, o valor máximo, 
mínimo, a média e o desvio-padrão.  
 
2. Estabilidade do sinal 
A informação disponível na literatura sobre os critérios de análise de 
registos de força de isométrica medida in vitro após a estimulação 
farmacológica do MLVA é praticamente inexistente. Assim, na ausên-
cia de outros critérios, considerou-se que o sinal estava estabilizado 
quando o desvio-padrão da força medida num dado intervalo de 
tempo foi igual ou inferior ao dobro do desvio-padrão do ruído eléc-
trico do equipamento (0.02mV = 0.02g). Os valores da força isomé-
trica a partir dos quais se procedeu à análise dos resultados corres-
pondem a (Figura 6): 
Força isométrica basal – média dos últimos três minutos do pe-
ríodo de estabilização de 45 minutos. 
Força isométrica máxima (Fmax) - média do primeiro intervalo 
de três minutos em contracção máxima, em que a variação do sinal 
foi igual ou inferior a 0.02 g. 
Força isométrica mínima de relaxamento (Fmin) – média do 
primeiro intervalo de três minutos em relaxamento máximo, em que 
a variação da força isométrica foi igual ou inferior a 0.02 g. 
 
Todos os dados foram corrigidos para os factores calculados a 
partir das diferenças entre o peso aplicado e o valor medido pelo 












Força isométrica máxima Força isométrica mínima
3 min 3 min 3 min3 min
 
Figura 6 – Representação de um registo da variação da força isométrica durante a 
estimulação cumulativa com brometo de metacolina e após a indução de relaxamento 
máximo. A leitura dos resultados é feita no écran do computador através do posicio-
namento de dois cursores (linhas verticais na figura). O primeiro cursor dá a leitura da 
média da força, e o segundo o desvio padrão(Δ) num intervalo de três minutos 
durante o qual a variação do sinal não excede o ruído eléctrico do sistema. 
 
3. Expressão dos resultados 
A resposta à metacolina foi expressa em valor absoluto da for-
ça isométrica (g) e em percentagem de variação da força basal. 
A resposta ao salbutamol e à solução de KH foram expressas 
em valor absoluto da força isométrica (g), e em percentagem da for-
ça máxima atingida após a administração da última concentração de 
metacolina (Fmin%). 
Os resultados globais de cada grupo são representados pelas 
curvas médias de concentração-resposta em escala semi-logarímica.  
A sensibilidade e reactividade aos agentes administrados em 
concentrações crescentes, metacolina e salbutamol, foram calcula-
das a partir de curvas de concentração-resposta em escala semi-
logarítmica.  
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A sensibilidade (EC50%) – corresponde à potência farmacológica 
do agente, ou seja, a concentração que provoca 50% da resposta 
máxima – calculada pela equação de Hill com o programa GraphPad 
Prism, versão 4.0. 
A reactividade (Fmax) à metacolina – corresponde à força má-
xima atingida na contracção após a administração da última dose 
cumulativa de metacolina. 
A reactividade (Fmin) ao salbutamol – corresponde à força iso-
métrica mínima atingida no relaxamento após a administração da 
última dose cumulativa de salbutamol. 
 
VII. MÉTODOS DE ANÁLISE DOS RESULTADOS 
A análise dos resultados teve como objectivos: 
1. Nos grupos de controlo 
a. Determinar a sobrevivência aos quinze (grupo Controlo 15d) e 
aos trinta e seis dias de vida (grupo Controlo 36d). 
b. Obter os valores: 
-  de controlo da força isométrica basal [Fbasal (g)],  
- da resposta à estimulação com brometo de metacolina - 
EC50% (M) e Fmax% (% Fbasal) - e com salbutamol - EC50% (M) 
e Fmin% (% Fmax) e, 
-  o retorno à linha de base induzido pela lavagem final com 
solução de KH - Fmin%KH (%Fmax). 
c. Avaliar as repercussões do género (machos versus fêmeas) 
sobre os parâmetros anteriores, obtendo os dados indispensá-
veis para optar pela utilização de amostras mistas. 
d. Avaliar as repercussões do desenvolvimento – aos 15 dias e 
aos 36 dias de vida - sobre os mesmos parâmetros. 
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2. Nos grupos experimentais 
Avaliar as repercussões imediatas da exposição a 50%O2 por 
quinze dias (grupo 50%O2) e da permanência em ar ambiente por 
três semanas após a exposição a 50% (grupo 50%O2+Ar) sobre: 
a. A sobrevivência e o crescimento somático dos animais. 
b.  A força isométrica basal [Fbasal (g)]. 
c. A resposta contráctil por estimulação colinérgica – EC50% (M) e 
Fmax% (% Fbasal) do brometo de metacolina. 
d. O relaxamento induzido por estimulação β2-adrenérgica - 
EC50% (M) e Fmin% (% Fmax) do salbutamol. 
e. O retorno à linha de base induzido pela lavagem final com so-
lução de KH - Fmin%KH (%Fmax). 
Tal como nos grupos de controlo, começou-se pela análise em 
machos e fêmeas de todos os dados referidos nas alíneas anteriores. 
A análise em grupos mistos foi condicionada pela ausência de dife-
renças determinadas pelo género. 
 
Métodos estatísticos 
Testou-se a normalidade da distribuição de cada um dos parâ-
metros referidos anteriormente pelo teste de Kolmogorov-Smirnov, e 
compararam-se as variâncias através do teste de Levene.  
Quando a amostra não seguiu a distribuição normal, procedeu-
se à transformação adequada dos dados de forma a poderem ser a-
plicados testes paramétricos na comparação entre os grupos. Foi o 
caso dos valores de EC50% da metacolina e do salbutamol de todos 
os quatro grupos, que foram normalizados por transformação loga-
rítmica. 
Nos casos em que se observaram diferenças entre as variân-
cias, aplicou-se o método de Welch para a correcção do nível de sig-
nificância (p). 
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A comparação entre os resultados de animais de sexos diferen-
tes e do efeito do desenvolvimento foi feita pelo teste t de Student 
para amostras independentes ou, quando a dimensão (n) da amos-
tra foi inferior a 13, pelo teste de Mann-Whitney. Neste último caso, 
os resultados foram apresentados pela mediana e pelo intervalo en-
tre o valor mínimo e o máximo. 
 
A análise das repercussões imediatas da hiperóxia obteve-se 
através da comparação entre o grupo experimental 50%O2 e o de 
controlo com 15 dias de idade, pelo teste t de Student para dados 
não emparelhados, para todas as variáveis referidas anteriormente. 
Os resultados das repercussões da permanência em ar am-
biente por três semanas após a exposição a hiperóxia (grupo 
50%O2+Ar) foram comparados com os do grupo Controlo 36d e com 
o grupo experimental 50%O2 por análise de variância (ANOVA), se-
guida do teste de Student-Newman-Keuls e do teste t de Student 
para dados não emparelhados. 
Para que fosse possível atribuir significado biológico à compa-
ração entre os dois grupos experimentais com idades diferentes - 
grupo 50%O2+Ar e grupo 50%O2 - foi necessário excluir o efeito do 
desenvolvimento sobre os resultados. Assim, compararam-se os va-
lores dos EC50% da metacolina e salbutamol, Fmax% à metacolina e 
Fmin% ao salbutamol através do teste t de Student para dados não 
emparelhados. 
Os resultados são apresentados pela média e respectivo des-
vio-padrão (média ± dp), excepto os EC50% que, porque se fez a 
transformação logarítmica, são apresentados pela média geométrica 
e respectivo intervalo de confiança (95% IC). 
Consideraram-se significativas diferenças em que o valor de 
"p" foi igual ou inferior a 0.05. 
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VIII. ANÁLISE MORFOMÉTRICA DA ÁREA DE MÚSCULO 
A análise morfométrica do músculo liso de traqueia foi realiza-
da nos Laboratórios Meakins-Christie da Universidade de McGill, 
Montreal, Canadá onde os recursos humanos e técnicos foram dispo-
nibilizados pelo seu Director, Professor Doutor James G. Martin. Es-
tes laboratórios são o centro de investigação do aparelho respiratório 
da Universidade de McGill, integrando diferentes áreas, entre as 
quais a investigação dos mecanismos da hiperreactividade brônquica 
em ratos de diferentes estirpes e com larga experiência em morfo-
metria do MLVA nesta espécie (Martin & Ramos-Barbon, 2005). 
Enviaram-se traqueias dos animais dos grupos de controlo e 
dos dois grupos experimentais, incluídas em parafina 48 horas de-
pois da fixação à temperatura ambiente numa solução aquosa de 
formaldeído a 10%. Estas amostras foram colocadas em formaldeído 
imediatamente após a medição da força isométrica, depois de ter 
sido induzido o relaxamento com salbutamol seguido de lavagem 
com solução de Krebs-Henseleit. 
As medições foram feitas sob microscopia óptica, em secções 
transversais de traqueia (paralelas aos anéis cartilaginosos) com 5 
μm de espessura e coradas com hematoxilina-eosina-açafrão. 
As lâminas foram colocadas num microscópio (Leitz Wetzlar) e as 
imagens projectadas no monitor de um computador onde, a partir da 
imagem digitalizada (interface digital Wacom tablet, Jandel Scienti-
fic, Corte Madera, CA), foram medidos o perímetro da membrana 
basal do epitélio (PMB2) e a área de músculo liso, com o programa 
de computador Sigma Scan (Jandel Scientific, Corte Madera, CA) 
(Florio et al., 1996). 
A área de músculo foi corrigida para o perímetro da membrana 
basal do epitélio, correspondente ao diâmetro interno da traqueia. 
Este procedimento corrigiu as diferenças entre as dimensões das 
amostras individuais e/ou erros na medição da área de músculo in-
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troduzidas por distorção da preparação (Florio et al., 1996; James & 
Carrol, 2000).  
A área de músculo foi, assim, expressa em mm2/PMB2 (ou área 
de músculo/mm2). 
Uma vez que foi enviado um número reduzido de amostras de 
tecido de cada um dos grupos, que não permitiria a comparação en-
tre machos e fêmeas, seleccionaram-se apenas traqueias de animais 
do sexo masculino. 
Análise dos resultados 
A análise dos resultados teve como objectivo avaliar as reper-
cussões sobre a área de músculo: 
1) do desenvolvimento pós-natal, 
2) imediatas da exposição neonatal a 50% O2 por quinze dias, 
e  
3) após três semanas de recuperação em ar ambiente. 
 
IX. HISTOLOGIA  
Imediatamente após a medição da força isométrica, os cilin-
dros de traqueia foram retirados do banho-maria e fixados numa so-
lução aquosa de formaldeído a 10% por 48 horas, após o que foram 
transportados para o Departamento de Histologia, Embriologia e Bio-
logia Celular (Director: Professor Doutor Miguel Correia) onde foram 
realizadas as preparações histológicas.  
As peças foram incluídas em parafina e seccionadas paralela-
mente aos anéis cartilaginosos. Os cortes foram colocados em lâmi-
nas de vidro e corados pelos métodos de Mann-Dominici e tricrómio 
de Masson. 
A observação das preparações foi feita com um microscópio 
Leica DM LS2 (Leica Microsystems Ltd, Swiss) acoplado a uma câma-
ra digital Leica 300 (Leica Microsystems Ltd, Swiss) que permitia a 
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visualização das imagens no monitor de um computador através do 
programa Adobe Photoshop, 7.0.  
As preparações coradas com hematoxilina-eosina foram usadas 
para avaliar a integridade do epitélio da traqueia após se ter medido 
a força isométrica. Foi avaliada pelo menos uma amostra de cada 
série de quatro experiências.  
A coloração de tricrómio de Masson destinou-se a avaliar as 
repercussões da hiperóxia e da fase de recuperação sobre a deposi-
ção de tecido conjuntivo, que cora de azul, e se distingue facilmente 
do músculo, que cora de vermelho. 
A coloração de Mann-Dominici foi escolhida com o objectivo de 
identificar os mastócitos para os quais esta técnica tem uma elevada 
especificidade. 
Análise dos resultados 
As alterações da arquitectura da parede após a exposição a hi-
peróxia e após o período de recuperação foram avaliadas qualitati-
vamente tendo por referência as preparações dos grupos de contro-
lo, coradas pelos mesmos métodos. 
Avaliou-se a integridade do epitélio com a objectiva de menor 
ampliação (5x) percorrendo todo o perímetro interno da traqueia. O 
critério seguido para avaliar a integridade do epitélio, foi a ausência 
de soluções de continuidade na membrana basal desta estrutura. 
Uma vez que se esperavam alterações no epitélio nas preparações 
dos grupos experimentais, consideraram-se para este efeito apenas 
os cortes com origem nos grupos Controlo 15d e Controlo 36d. Des-
tes, observou-se pelo menos um por cada série de medições da força 




1. Nas preparações coradas com tricrómio de Masson, com as ob-
jectivas de maior ampliação, 20x, 40x e imersão, a densidade 
de tecido conjuntivo sub-epitelial e a presença de tecido con-
juntivo entre as fibras musculares. 
2. Nas preparações coradas com a coloração de Mann-Dominici e 
com as objectivas de maior ampliação, 40x e em imersão, a 
presença, densidade e localização de mastócitos na lâmina 
própria e na adventícia, em duas regiões da zona correspon-
dente ao músculo – na vizinhança de uma das duas zonas de 






















I. CARACTERIZAÇÃO DOS GRUPOS DE CONTROLO 
1. Avaliação da resposta à estimulação colinérgica 
nos grupos de controlo 
Avaliou-se a resposta ao brometo de metacolina em 32 ani-
mais com 15 dias (16 machos e 16 fêmeas) e em 30 com 36 dias de 
idade (15 machos e 15 fêmeas).  
Do grupo mais jovem, foram excluídos dois casos (1 macho e 1 
fêmea) por não ter sido possível ajustar os dados à equação de cál-
culo do EC50% (regressão sem significado estatístico e com coeficien-
te de determinação <0.50). Excluíram-se também um macho e uma 
fêmea de 36 dias por ausência de resposta à estimulação com meta-
colina. 
1.1. Comparação entre machos e fêmeas 
Os resultados da comparação da resposta à metacolina entre 
machos e fêmeas nos grupos de controlo de 15 dias e 36 dias de 
idade são apresentados na Tabela 7. A média das idades foi seme-
lhante, sendo o peso significativamente mais baixo nas fêmeas de 
ambos os grupos.  
Não se observaram, nos dois grupos, diferenças significativas 
entre as médias da EC50% e da Fmax% medidas em machos e fêmeas. 
1.2. Avaliação do efeito da idade  
Uma vez que não se observaram diferenças entre os sexos na 
resposta à estimulação com metacolina, os resultados seguintes fo-
ram analisados em conjunto. 
  As curvas médias de concentração-resposta dos dois grupos de 
controlo estão representadas na Figura 7 e mostram uma redução 
significativa da Fmax% dos animais com 36 dias (n=28;  700% ± 
192.7%) relativamente à do grupo com 15 dias de idade (n=30;  
949% ± 215.4%). 
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Avaliou-se a resposta ao salbutamol em 20 animais com 15 
dias (11 machos e 9 fêmeas) e em 15 com 36 dias de idade (8 ma-
chos e 7 fêmeas), tendo sido possível incluir na análise os dados de 
todos os casos. 
2. Avaliação da resposta ao salbutamol nos grupos 
de controlo 
 
Não se observaram diferenças significativas entre a média da 
EC50% dos animais mais jovens (1.3*10-3 M, IC95%:1.03 *10-3 M - 
1.65*10-3 M) e a dos de 36 dias (1.8*10-3 M;  IC95%: 1.3*10-3 M - 
2.3*10-3 M).  
o - Controlo 15d, ∆ – Controlo 36d, ⊥ – desvio padrão da mé-
dia. *** p < 0.001. 
Figura 7 – Comparação entre as curvas médias de concentra-
ção-resposta ao brometo de metacolina dos grupos Controlo 
15d (n=30) e Controlo 36d (n=28).  
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2.1. Comparação entre machos e fêmeas 
Comparou-se a resposta ao salbutamol entre 11 machos e 9 fê-
meas de 15 dias e entre 8 machos e 7 fêmeas de 36 dias. Os resulta-
dos são apresentados na Tabela 8. 
Os machos do grupo Controlo 15d apresentavam um peso signifi-
cativamente superior ao das fêmeas (teste de Mann-Whitney). Apesar 
de a mediana do peso ser inferior nas fêmeas do grupo mais velho, a 
diferença não foi estatisticamente significativa. Não se observaram di-
ferenças significativas entre as EC50% e Fmin% de machos e fêmeas com 
15 dias. 
No grupo Controlo 36d, apenas foi possível comparar a Fmin% que 
não foi diferente em machos e fêmeas. Não foi possível calcular a 
EC50%, uma vez que as variações da força isométrica foram muito redu-
zidas, não permitindo o cálculo através da equação de Hill. 
2.2. Avaliação do efeito da idade  
Tal como aconteceu com análise dos resultados da estimulação 
com metacolina, os resultados anteriores permitiram que a comparação 
fosse feita entre o conjunto dos dados de machos e fêmeas com 15 
dias e o dos de 36 dias. As curvas médias de concentração-resposta 
dos dois grupos estão representadas na Figura 8. 
No grupo com 15 dias tanto a EC50% (n=20;  1.33*10-5 M (IC95%: 
6.93*10-6 M - 2.54*10-5 M) como a Fmin% (-59% ± 13.5%) foram signifi-
cativamente inferiores (p <0.001) às do grupo com 36 dias de idade 
(n=15), em que após a administração de 10-2 M se observou uma va-
riação média da Fmin% apenas de - 8.1% ± 2.90%. 
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Figura 8 - Comparação das curvas médias de concentração-
resposta ao salbutamol dos animais com 15 dias de idade (n=20) 
com as dos de 36 dias (n=15). Nos animais mais velhos apenas 
se observou uma redução ligeira da força isométrica após a ad-
ministração de 10-2 M. 
 o - Controlo 15d, ∆ - Controlo 36d, ⊥ - desvio padrão da média. 






II. CARACTERIZAÇÃO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS 
 
1. Sobrevivência e repercussões sobre o crescimento 
em machos e fêmeas 
Todos os animais do grupo experimental 50%O2 (n=32), bem 
como as respectivas progenitoras (n=4), sobreviveram aos quinze dias 
de exposição a hiperóxia. 
A sobrevivência dos animais que voltaram para o ar ambiente por 
três semanas, até ao 36º dia de vida (n=16), foi também de 100%. 
No grupo 50%O2, a média dos pesos das fêmeas foi inferior à dos 
machos, não tendo atingido significado estatístico (Tabela 9).  
No grupo 50%O2 + Ar, a mediana do peso das fêmeas foi significativa-
mente inferior à dos machos (Tabela 9). 
2. Avaliação da resposta à estimulação colinérgica e 
β2-adrenérgica – comparação entre machos e fêmeas 
Foi possível medir a resposta à estimulação com metacolina e ao 
salbutamol em 14 machos e 16 fêmeas do grupo 50%O2 e em 8 ma-
chos e 8 fêmeas do grupo 50%O2 + Ar (Tabela 9). Excluíram-se da 
análise dos resultados dois casos de cada um dos grupos experimen-
tais, por interferências mecânicas (oscilação da preparação) durante o 
registo da força isométrica. 
2.1 Resposta à estimulação colinérgica 
Não se observaram diferenças significativas entre as EC50% e F
max% de machos e fêmeas tanto no grupo 50%O2 como no grupo 50%O2 








































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































2.2 Resposta β2-adrenérgica 
Tal como aconteceu em relação à metacolina, a EC50% e Fmin% 
medidas em machos e fêmeas tanto no Grupo 50%O2 como no Grupo 
50%O2 + Ar foram semelhantes (Tabela 9). 
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III. AVALIAÇÃO DAS REPERCUSSÕES DA EXPOSIÇÃO A 
50%O2  
Uma vez que as respostas in vitro ao brometo de metacolina e ao 
salbutamol foram semelhantes em machos e fêmeas dos grupos de 
controlo e que a susceptibilidade à hiperóxia avaliada pelos mesmos 
métodos não foi influenciada pelo sexo nos grupos experimentais, pro-
cedeu-se à avaliação das repercussões da exposição a 50% de oxigénio 
analisando os dados do conjunto de machos e fêmeas. 
 
1. Caracterização dos grupos e crescimento somático 
1.1. Repercussões imediatas da exposição neonatal a 
50%O2 
Foi possível medir a resposta in vitro à estimulação com brometo 
de metacolina em 28 animais de ambos os sexos expostos a 50% de 
oxigénio nos primeiros 15 dias de vida (Tabela 10).  
 
TABELA 10 – CARACTERIZAÇÃO DOS GRUPOS 
Grupos Controlo 15d 50% O2 p 
n (nM, nF) 30 (15M, 15F) 28 (14M, 16F) - 
Idade (dias) 15.2 ± 0.44 15.3 ± 0.47 ns 
Peso (g)  
   
34.4 ± 3.70 31.8 ± 1.91 <0.05 
  





Seleccionaram-se para o grupo de controlo animais com idades 
compreendidas entre os 15 dias (n=22) e os 16 dias (n=8) e com dis-
tribuição por sexos equivalente. 
O grupo 50%O2 apresentava peso médio significativamente infe-
rior ao do grupo experimental (Tabela 10). 
 
1.2. Repercussões da recuperação em ar ambiente após 
exposição neonatal a 50%O2 
Avaliou-se a resposta ao brometo de metacolina em traqueias de 
16 animais que, após duas semanas de exposição neonatal a 50% de 
oxigénio, voltaram para o ar ambiente durante 21 dias (50% + Ar). Se-
leccionaram-se para o grupo de controlo 30 animais com distribuição de 
idades e sexos proporcional à do grupo experimental. Todos os animais 
do grupo experimental apresentaram um peso significativamente infe-
rior aos do grupo de controlo (Tabela 11).  
 
TABELA 11 – CARACTERIZAÇÃO DOS GRUPOS 
n – número; M – machos; F – fêmeas; ns – p > 0.05, teste t Student 
Grupos Controlo 36 d 50% O2+Ar p 
n (nM, nF) 30 (15M, 15F) 16 (8M, 8F) - 
Idade 
(dias) 36.2 ± 0.42 36.4 ± 0.42 ns 
Peso (g)  
 
147.6 ± 15.54 
 
 







2. Força isométrica basal 
Não se observaram diferenças significativas (ANOVA, p - ns) en-
tre as médias da força isométrica basal (Fbasal) dos grupos de Controlo 
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15d (0.41 g ± 0,074 g), Controlo 36d (0.38 g ± 0.05 g) e os grupos 
experimentais 50%O2 (0.38 g ± 0.075 g) e 50%O2 + Ar (0.36 g ± 0.03 
g). 
3. Resposta à estimulação colinérgica 
3.1. Repercussões imediatas da exposição neonatal a 
50%O2 
As curvas médias de concentração-resposta do grupo experimen-
tal 50%O2 e do grupo de controlo da mesma idade foram praticamente 
sobreponíveis em todos os pontos (Figura 9).  
 



















Figura 9 - Comparação entre as curvas médias de concentra-
ção-resposta ao brometo de metacolina do grupo exposto a 
hiperóxia neonatal por duas semanas (n=30) e do grupo con-
trolo com 15 dias de idade (n=28). 
• - 50% O2 e o - controlo, ⊥ - desvio padrão da média. 
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Não se observaram diferenças significativas entre a EC50% dos 
animais expostos a 50% de oxigénio (1.6*10-3 M, IC95%: 1.21*10-3 - 
2.03*10-3 M) e a do grupo Controlo 15d (1.3*10-3 M, IC95%: 1.03*10-3 M 
- 1.65*10-3 M). 
 
Figura 10 - Representação dos valores individuais das EC50% de metacolina (∇) e das 
respectivas médias geométricas (__) nos grupos experimentais e nos grupos de con-
trolo. O grupo 50%O2+Ar apresentou valores significativamente inferiores (*** p 
0.001 ANOVA) ao do seu grupo de controlo (Controlo 36d) e ao avaliado imediata-
mente após 15 dias de exposição a hiperóxia (50%O2). Não se observaram diferenças 
entre os dois grupos de controlo. 
 
 
Sensibilidade (Figura 10) 
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Controlo 15 d 50%O2 Controlo 36 d 50%O2+Ar 
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Reactividade (Figura 11) 
A média da Fmax% do grupo experimental (1010 ± 278.6%) não 
foi significativamente diferente da do grupo Controlo 15d (949% ± 
215.4%). 
3.2. Repercussões da recuperação em ar ambiente após 
exposição neonatal a 50%O2
A curva de concentração-resposta do grupo 50%O2 + Ar apre-
sentou um desvio para a esquerda relativamente ao grupo de contro-
lo da mesma idade (Figura 12). 
























Figura 12 - Comparação entre as curvas médias de concentração-
resposta ao brometo de metacolina do ( ) grupo 50%O2 + Ar 
(n=16) e do ( ) grupo de controlo com 36 dias de idade (n=30). 
A variação da força isométrica no grupo experimental foi superior 
à do grupo de controlo em todas as concentrações ≥ 10-6 M. ⊥ - 








Sensibilidade (Figura 10) 
 da EC50% do grupo 50%O2 + Ar (5.7*10-5 
M, IC
eactividade (Figura 11) 





liou-se a resposta ao salbutamol nos 30 animais expostos a 
50%O
A média geométrica
95%: 3.7*10  M - 8.7*10 M) foi significativamente inferior (p < 




95%: 1.3*10 M - 2.3*10  M) e também à do grupo avaliado ime-




Três semanas após 
nto significativo da média da Fmax% (1014% ± 225.4), (p < 
0.001, ANOVA), relativamente ao grupo de controlo da mesma idade 
(700% ± 192.7%). A média deste último foi também significativa-
mente inferior aos animais do grupo de controlo mais jovem (p < 
0.001, ANOVA).  
4. Resposta à estimulação 
4.1. Repercussões imediatas da exposição neo
50%O2 
Ava
2 por 15 dias e num subgrupo de 20 dos controlos de 15 dias. 
O grupo experimental apresentava um peso significativamente infe-







A curva média de concentração-resposta do grupo experimental a-
presentou um desvio para a esquerda relativamente à do grupo de 
controlo (Figura 13). 
Figura 13 - Comparação entre as curvas médias de concentração-
resposta ao salbutamol do grupo 50%O2 (n=30) e do grupo controlo 
com 15 dias de idade (n=20). Os valores da força mínima de rela-
xamento foram inferiores ao do grupo de controlo em todas as con-
centrações (* p < 0.05, ** p < 0.01, ***p < 0.001). 
 • - 50% O2 e o - controlo, ⊥ - desvio padrão da média. 
 

















TABELA 12 – CARACTERIZAÇÃO DOS GRUPOS 
n – número; M – machos; F – fêmeas; ns – p > 0.05 
Grupos Controlo 15 d 50% O2 p 
n (nM, nF) 20 (11M, 9F) 30 (15M, 15F) - 
Idade (dias) 15.2 ± 0.38 15.3 ± 0.47 ns 
Peso (g)  
    
34.4 ± 3.70 
 






eactividade (Figura 13) 
perimental (-89% ± 5.4%) foi significativa-
mente
ade (Figura 14) 




butamol. Representação dos valores individuais das EC50% 
 
R
A Fmin% do grupo ex
 mais baixa (p < 0.0001) que a do grupo de controlo (-59% 
±3.5%). 
Sensibilid
A média geométrica 
95%: 4.99*10-8 M - 1.92*10  M), foi significativamente inferior 
(p <0.01) à média do grupo de controlo, 1.33*10-5 M (IC95%:6.93*10-
6 M - 2.54*10-5 M). 
 
Figura 14 - Efeito da exposição neonatal a 50% O2
duas semanas sobre a concentração eficaz (EC50%) de sal
dos grupos experimental (•), de controlo (o) e das respec-
























4.2. Repercussões da recuperação em ar ambiente após 
 ao salbutamol em 16 dos animais 
do gr
ensibilidade  
 experimental 50%O2 + Ar (9.78*10-8 M, IC95%: 




o de controlo, não se observaram variações da Fmax% 
até à -2 
TABELA 13 – CARACTERIZAÇÃO DOS GRUPOS
exposição neonatal a 50%O2 
Foi possível avaliar a resposta
upo experimental 50%O2 + Ar e compará-lo com 15 controlos 
com a mesma idade, apresentando os primeiros uma redução signifi-
cativa do peso, de acordo com o grupo original a que pertencem (Ta-







10  M - 1.92*10 M) apresentou maior sensibilid de qu
grupo de controlo. Neste, o cálculo da EC50% de salbutamol através 
da equação de Hill não foi possível, uma vez ue a relação concentra-
ção-resposta só se afastou ligeiramente da horizontal a partir de 10  




concentração de 10 M que apenas induziu uma redução média 
n – número; M – machos; F – fêmeas; ns – p > 0.05, teste t Student 
Grupos Controlo 36 d 50% O2+Ar p 
n (nM, nF) 15 (8 M, 7 F) 16 (8 M, 8 F) - 
Idade (dias) 36.0 ± 0.00 36.2 ± 0.40 ns 
Peso (g)  
  
149.1 ± 15.92 
 
 







de 8.1% ± 2.90%, significativamente inferior à do grupo experimental 
que foi de -28.4% ± 5.70% (Figura 15). 
 


















Figura 15 - Comparação entre as curvas médias de concentra-
ção-resposta ao salbutamol do grupo 50%O2 + O2 (n=16), do 
grupo controlo com 36 dias de idade (n=16). Os valores da for-
ça mínima de relaxamento foram inferiores aos do grupo de 
controlo. ** p < 0.01, ***p < 0.001). 




















A análise morfométrica da área de músculo foi feita em subgru-
pos dos grupos iniciais com n entre cinco e sete elementos, pelo que 
a análise estatística foi feita pelo teste de Mann-Whitney. Selecciona-
ram-se apenas amostras de traqueia de machos, uma vez que o gé-
nero do animal poderia ser um factor de variação das dimensões do 
MLT.  
1. Análise morfométrica do MLT 
 
IV. AVALIAÇÃO DAS REPERCUSSÕES MORFOLÓGICAS 
DA EXPOSIÇÃO NEONATAL A 50% O2  
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Figura 16 – Valores individuais e medianas da área de músculo 
(mm2/PBM2) da traqueia dos grupos de controlo (o) e dos grupos experi-
mentais (•). Apesar de as medianas serem superiores relativamente aos 
grupos de controlo imediatamente após a exposição à hiperóxia e no fim 
do período de recuperação, não se observaram diferenças estatistica-
mente significativas (teste de Mann-Whitney: ns). 






















































































































































































































































































































































































































































































































1.2. Efeito da idade 
Nestas amostras, a área de músculo não variou com a idade, 
já que não se observaram diferenças significativas entre as media-
nas do grupo Controlo 15d e do grupo Controlo 36d. Este último a-
presentou a maior amplitude de variação entre os valores máximos e 
mínimos dos quatro grupos analisados (Tabela 14). 
 
1.3. Repercussões da exposição a 50% O2
Não se observaram diferenças significativas entre o grupo Con-
trolo 15d e o grupo 50%O2 (Tabela 12), apesar de três dos seis ca-
sos do grupo experimental terem áreas superiores à maior área do 
grupo de controlo (Figura 14). 
 
1.4. Repercussões da recuperação em ar ambiente após 
a exposição a 50%O2
Apesar de a mediana da área de músculo do grupo 50% O2 + 
Ar ser superior à do grupo de Controlo 36d, a diferença não teve 
também significado estatístico.  
2. Histologia 
Foi possível fazer a avaliação da integridade do epitélio e das 
repercussões estruturais da exposição ao oxigénio e do período de 
recuperação em seis amostras do grupo Controlo 15 d, em quatro do 
grupo Controlo 36 d e em cinco amostras dos grupos experimentais 
50%O2 e 50%O2 + Ar. Apresentam-se repro fotográficas 
As imagens que a seguir se apresentam são representativas de 
cada um destes grupos. 
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2.1. Integridade do epitélio 
Na figura 17 apresentam-se duas imagens de cortes transver-
sais de traqueias dos grupos Controlo 15d (A) e Controlo 36d (B) 
corados com hematoxilina-eosina, com objectiva de 5x. 
Não se observaram soluções de continuidade envolvendo o epi-
télio, a cartilagem ou o músculo (Figura 17), resultantes da manipu-
lação das traqueias ou das condições em que permaneceram durante 
a medição da força isométrica, tal como já foi mencionado em “Mé-
todos”. O músculo, ocupava o terço posterior da traqueia (Figura 17 
- B), sendo esta relação semelhante nos animais de 15 dias de idade 
e nos de 36 dias. Apesar de, nestes últimos, os diâmetros da tra-
queia aparentarem ser superiores (Figura 17), o diferente grau de 
distorção das preparações não permite uma comparação qualitativa 
com qualquer precisão. 
A separação do epitélio e da lâmina própria das estruturas sub-
jacentes em alguns pontos do perímetro, visível na maior parte das 
preparações, foi consequência do corte com o micrótomo e deve-se 
à diferente resistência da cartilagem relativamente aos tecidos adja-
centes. 
 
Figura 17 – Cortes transversais de traqueias coradas com Hematoxilina-Eosina, em 
objectiva de 5x, de um animal do grupo Controlo 15d (A) e do grupo Controlo 36d 
(B). 1 – Epitélio e lâmina própria;  2 – Músculo traqueal;  3 – Cartilagem hialina;  
4 – Adventícia. As pontas de seta (>) assinalam as zonas de afastamento entre o 
conjunto epitélio+lâmina própria da cartilagem hialina resultante do corte com o 
micrótomo (Trabalho realizado no extinto Serviço de Neuropatologia do Hospital de 
Sto António dos Capuchos) 
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2.2. Tecido conjuntivo e músculo – Coloração de 
tricrómio de Masson 
2.2.1. Grupos de Controlo 
Com a coloração de tricrómio de Masson, verificou-se que a 
distribuição do músculo liso e do tecido conjuntivo da adventícia da 
traqueia dos grupos de controlo era idêntica, com excepção da lâmi-
na própria que tinha maior espessura no grupo mais velho (Controlo 
36d). A adventícia, constituída por tecido conjuntivo com menor 
densidade de fibras que a lâmina própria, estruturas vasculares de 
diferentes calibres e núcleos celulares fusiformes, de grandes dimen-
sões, correspondentes a fibroblastos (Figura 18). 
Relativamente ao músculo traqueal, ocupava o terço médio da 
parede e era constituído por células dispostas paralelamente entre 
si, não foram aparentes diferenças entre os dois grupos, quer na 
disposição relativa, quer na densidade de células musculares.  
 
2.2.2. Repercussões da exposição a 50%O2
Nas preparações de traqueia dos animais do grupo 50%O2 ob-
servou-se, um aumento da espessura do tecido conjuntivo da sub-
mucosa e da adventícia relativamente às preparações dos controlos 
da mesma idade, em particular na vizinhança do músculo. Como se 
pode ver nas figuras 18 e 19, este aumento fez-se à custa de mate-
rial predominantemente não fibrilhar e não celular da matriz extrace-
lular.  
Apesar de estes aspectos terem sido semelhantes em todas as 
preparações do grupo 50%O2, a sua quantidade e orientação espa-
cial dos componentes da matriz foram muito variáveis de animal pa-
ra animal (Figura 19). Nalguns casos o aumento da matriz extracelu-
lar limitou-se à lâmina própria e adventícia (Figura 19, B1), enquan-
to noutros – três dos cinco observados - chegou mesmo a ocupar os 
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espaços entre as células musculares provocando, em alguns pontos, 
interrupções na continuidade do músculo (Figura 19, B2 e B3).  
 
2.2.3. Repercussões do período de recuperação em ar 
ambiente 
A diferença mais evidente no grupo 50%O2 + Ar, relativamente 
às alterações morfológicas observadas imediatamente após a exposi-
ção a hiperóxia, foi a redução do tecido conjuntivo da lâmina própria 
e da adventícia, onde se observaram apenas fibroblastos numa rede 
de tecido conjuntivo laxo (figura 18, B e D). Este aspecto a foi tam-
bém diferente do grupo Controlo 36d, onde a lâmina própria apre-
sentava maior espessura e densidade (Figura 18, C e D). 
Figura 18 – Cortes transversais de traqueias de animais dos grupos Controlo 15d 
(A), 50%O2 (B), Controlo 36d (C) e 50%O2 + Ar (D) corados com tricrómio de 
Masson, sob objectiva de 40x. 1 – Epitélio;  2 – Músculo traqueal;  3 – Adventícia;  
lp – lâmina própria. Em B a espessura do tecido conjuntivo na lâmina própria e na 
adventícia foi superior à do grupo de controlo da mesma idade. São também visí-
veis fibras coradas de azul dispostas paralelamente às células musculares e entre 
as células musculares Após a recuperação em ar ambiente (D), a lâmina própria 






Figura 19 – Cortes transversais de traqueias de três animais do Grupo 50%O2 co-
rados por tricómio de Masson, sob objectiva de 40x, onde se observam diferentes 
graus de deposição de tecido conjuntivo na lâmina própria (3) e na adventícia (4) 
e na vizinhança do músculo traqueal (3). Em B1 limita-se praticamente à periferia 
do músculo (2);  em B2 e B3 este aspecto tem maior exuberância, provocando o 
aumento da espessura da lâmina própria e da adventícia (3 em B2) e dispondo-se 
entre as células musculares, aspecto particularmente evidente em B3.  
 
2.3. Mastócitos – Coloração de Mann-Dominici 
A opção por esta coloração surgiu na sequência dos resultados 
das preparações coradas com hematoxilina-eosina dos dois grupos 
experimentais, onde, à semelhança dos grupos de controlo, não se 
encontraram células inflamatórias (neutrófilos e ou eosinófilos). 
Uma vez que existiam referências à presença de mastócitos 
em modelos de hiperóxia, pretendeu-se avaliar se estas células es-
tavam presentes nos grupos de controlo e se os procedimentos ex-
perimentais induziam alteração na sua quantidade e/ou localização. 
 
2.3.1. Distribuição dos mastócitos nos grupos de controlo 
Nos grupos Controlo 15d e 36d, observaram-se mastócitos no 
tecido conjuntivo da lâmina própria e da adventícia vizinhas do mús-
culo traqueal, em particular na zona de inserção com a cartilagem 
hialina (Figura 20).  
Não se observaram imagens de desgranulação dos mastócitos 
em nenhum dos casos analisados. 
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2.3.2. Repercussões da exposição a 50%O2
No grupo 50%O2, encontraram-se mastócitos com localização seme-
lhante à dos grupos de controlo, mas em maior número (Figura 20, 
C). Um aspecto característico deste grupo foi a presença de imagens 
de desgranulação destas células (Figura 21, C1). Numa das prepara-
ções observou-se ainda uma estreita relação de contiguidade entre 
os mastócitos e os capilares da lâmina própria e da adventícia (Figu-
ra 21, C2). 
Figura 20 – Distribuição dos mastócitos em traqueias dos grupos Controlo 15d e 
36d, na lâmina própria (4) e adventícia (3) vizinhas do músculo traqueal (2), com 
coloração de Mann-Dominici em imersão. Em A1 e A2 – parte média da região 
posterior na traqueia – observam-se um mastócito (seta branca) na lâmina própria 
e um na adventícia;  em B1 e B2 – na zona de inserção do músculo traqueal (2) 
na cartilagem os mastócitos foram mais numerosos (setas brancas), localizando-se 






Figura 21 – Distribuição dos mastócitos em traqueias dos grupos 50%O2 (C) e 
50%O2 + Ar (D), com coloração de Mann-Dominici (objectiva 40x, em imer-
são). Em C – parte média da região posterior na traqueia, observou-se um au-
mento do número de mastócitos (setas brancas), que no grupo 50%O2 + Ar 
(C). se localizavem em maior contiguidade com o músculo traqueal (2).  





Figura 22 – Efeitos imediatos da hiperóxia (C1 e C2) sobre os mastócitos em duas 
traqueias. Observou-se um aumento da infiltração de mastócitos (setas pretas) 
com coloração de Mann-Dominici (objectiva 40x) na vizinhança do músculo (2) e 
na adventícia (3). Em C2 observaram-se mastócitos localizados em maior conti-
guidade com o músculo traqueal. Em imersão eram visíveis imagens compatíveis 
com desgranulação dos mastócitos (C2a).   
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2.3.3. Repercussões do período de recuperação em ar am-
biente 
No grupo 50%O2 + Ar não se observaram diferenças qualitativamen-
te significativas no número dos mastócitos relativamente ao gru- 
po 50%O2. Encontrou-se, no entanto maior densidade destas células 
sobrepostas ao músculo na vizinhança da zona de inserção com a 
cartilagem, apresentando também sinais de desgranulação (Figura 



















Demonstrou-se, em ratos Wistar recém-nascidos, que a expo-
sição crónica a hiperóxia moderada, em níveis que se aproximam 
dos que actualmente se administram no humano, induz não só o 
aumento da contractilidade do MLT em resposta à estimulação coli-
nérgica in vitro, como o aumento do relaxamento induzido pelo sal-
butamol (Denis et al., 2001; Fayon et al., 2002). Desconhecia-se, 
no entanto, se as alterações induzidas neste modelo crónico 
tinham repercussões funcionais e/ou morfológicas a longo 
prazo. 
O objectivo deste trabalho foi, assim, avaliar as repercussões 
crónicas da exposição prolongada à hiperóxia neonatal mode-
rada sobre a contractilidade do músculo liso e a arquitectura 
das vias aéreas.  
Para tal, sujeitaram-se ratos Wistar recém-nascidos a 50% de 
O2 durante duas semanas seguindo-se um período de três semanas 
de recuperação em ar ambiente. 
Começou-se por caracterizar a resposta in vitro do MLT à esti-
mulação colinérgica e β2-adrenérgica em machos e fêmeas dos gru-
pos de controlo, aos 15 e 36 dias de vida, uma vez que não existiam 
dados na literatura sobre os valores normais das respostas em fases 
tão precoces do desenvolvimento como as que foram usadas neste 
trabalho. Não se observaram diferenças significativas nas respostas 
à metacolina e ao salbutamol entre machos e fêmeas nas duas fases 
do desenvolvimento estudadas. Demonstrou-se também que a EC50% 
de metacolina não apresentava variações significativas entre os 15 e 
os 36 dias de vida, mas que a força isométrica máxima se reduzia 
com a idade. 
Relativamente à resposta à estimulação β2-adrenérgica, verifi-
cou-se que o salbutamol induzia maior relaxamento nos animais de 
15 dias. Na análise quantitativa do MLT, não foram encontradas dife-
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renças significativas na área de MLT entre os animais mais jovens e 
os mais velhos. A observação em microscopia óptica de cortes trans-
versais das traqueias, as mesmas usadas nas medições in vitro da 
força isométrica, permitiu garantir que os resultados funcionais não 
tinham sido alterados pela manipulação. 
A exposição durante duas semanas a 50%O2 foi compatível 
com a vida de todas as fêmeas adultas. Ao contrário dos animais re-
cém-nascidos e jovens, as taxas de mortalidade entre os ratos adul-
tos sujeitos à hiperóxia são muito elevadas. Assim, este aspecto foi 
determinante para a viabilidade do protocolo, por permitir a exposi-
ção simultânea da mãe e da ninhada antes da data do desmame, 
que ocorre aos 21 dias. 
Após 15 dias de hiperóxia, a resposta in vitro do MLT à estimu-
lação colinérgica não se modificou relativamente aos controlos da 
mesma idade, mas observou-se um aumento significativo do rela-
xamento induzido pelo salbutamol. Verificou-se também um aumen-
to da área de músculo nas seis amostras de traqueia analisadas, 
mas sem significado estatístico, provavelmente porque a dimensão 
das amostras foi insuficiente para a variabilidade observada entre as 
medições individuais. A hiperóxia induziu o aumento da espessura da 
matriz extracelular e da densidade de mastócitos desgranulados, que 
se localizaram, preferencialmente, na vizinhança do músculo liso. 
Depois de três semanas de recuperação em ar ambiente, no 
grupo 50%O2 + Ar, a sensibilidade à estimulação colinérgica aumen-
tou significativamente relativamente ao grupo Controlo 36d, sem va-
riação da força isométrica máxima. Também a resposta à estimula-
ção com salbutamol após o período de recuperação foi superior à ob-
servada no grupo de controlo da mesma idade. Observou-se, ainda, 
o aumento da área de MLT e da densidade de mastócitos desgranu-
lados relativamente aos controlos.  
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Quando comparada com as alterações observadas no grupo 
50%O2, o aumento da espessura da matriz extracelular no grupo 
50% O2 + Ar reduziu-se e os mastócitos passaram a localizar-se em 
maior contiguidade com o MLT.  
Os presentes resultados traduzem os acontecimentos em dois 
tempos predeterminados: após duas semanas da exposição crónica à 
hiperóxia moderada e após 21 dias de recuperação em ar ambiente. 
Demonstrou-se com este modelo que a hiperóxia moderada pode 
provocar alterações funcionais da resposta do músculo liso à estimu-
lação colinérgica, que só se tornam evidentes semanas após o estí-
mulo ter cessado. Considera-se este aspecto particularmente impor-
tante, uma vez que identifica a hiperóxia moderada neonatal 
como um potencial factor de risco isolado para a hiperreacti-
vidade brônquica (HRB) persistente observada na puberdade 
e adolescência de crianças nascidas prematuras (Halvorsen et 
al., 2005), onde estudos longitudinais encontraram uma relação sig-
nificativa da HRB com a oxigenioterapia neonatal (Mai et al., 2003; 
Halvorsen et al., 2004).  
 
I. GRUPOS DE CONTROLO 
1. Comparação da força isométrica entre machos e fêmeas – 
valores basais e das respostas à estimulação colinérgica e β2-
adrenérgica 
Em fêmeas Wistar, os níveis de estradiol aumentam progressi-
vamente a partir do 20º dia de vida, atingindo o pico entre os 35 e 
os 45 dias, o que corresponde à data do primeiro estro. Nos machos, 
os níveis de testosterona livre elevam-se a partir do 35º dia e atin-
gem o seu valor máximo pelo 50º dia de vida (Zapatero-Caballero et 
al., 2003; Zapatero-Caballero et al., 2004). Degano et al demonstra-
ram que doses elevadas de estradiol potenciam o efeito da acetilcoli-
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na sobre o MLT de fêmeas Wistar com 49 dias, enquanto que doses 
baixas têm o efeito oposto (Degano et al., 2001; Degano et al., 
2003). No entanto, não se encontraram referências na literatura so-
bre diferenças de género na resposta do MLT ao brometo de metaco-
lina em ratos Wistar em fases do desenvolvimento anteriores às qua-
tro semanas. Quanto à resposta ao salbutamol, não se encontrou 
também informação sobre a comparação da resposta β2 do MLVA 
entre o sexo masculino e o feminino em modelos animais. Começou-
se, assim, por comparar as respostas a estes agentes farmacológicos 
entre machos e fêmeas dos dois grupos de controlo. Atendendo a 
que as fêmeas de 36 dias se encontravam em plena transição para a 
puberdade, manteve-se em aberto a hipótese de que a sensibilidade 
à metacolina fosse superior neste grupo relativamente aos machos 
da mesma idade. 
Demonstrou-se que não existiam diferenças tanto nos valores 
basais da força isométrica como na resposta à estimulação colinérgi-
ca e β2-adrenérgica entre machos e fêmeas, tanto no grupo de con-
trolo com 15 dias, quer no de 36, o que permitiu proceder à análise 
dos dados em grupos mistos. 
1.1. Resposta à estimulação colinérgica 
As EC50% do brometo de metacolina de ambos os grupos de 
controlo (médias: 1.3*10-3M nos controlos de 15 dias e de 1.8*10-3M 
nos de 36 dias) foram superiores aos valores encontrados na litera-
tura, tendo condicionado o reajuste da gama de concentrações ini-
cialmente planeada de 10-8M a 10-3M, para 10-7M a 10-1M. 
A heterogeneidade dos procedimentos experimentais entre os 
laboratórios, as diferentes metodologias de análise e de apresenta-
ção de resultados, bem como as reconhecidas diferenças na resposta 
ao mesmo estímulo não só entre espécies (Florio et al., 1996; Preuss 
et al., 1998; Preuss & Goldie, 1999), como entre estirpes da mesma 
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espécie (Florio et al., 1996; Duguet et al., 2000), dificultam a análise 
crítica destes dados.  
Na Tabela 15 apresenta-se a síntese dos procedimentos de 
medição da tensão isométrica que mais se aproximam dos do pre-
sente trabalho e os valores correspondentes da EC50% e Fmax. 
Os valores médios da EC50% são, em todos os casos, inferiores 
aos que se obtiveram neste trabalho. A maior potência do carbacol 
relativamente à metacolina (Okamoto et al., 2002) explica que o va-
lor médio da EC50%, em particular de Denis e colaboradores, nos 
animais de 15 dias, tenha sido inferior à que se obteve no presente 
trabalho (van de Voorde & Joos, 1998; Denis et al., 2001). Relati-
vamente ao grupo que usou a metacolina (Clayton et al., 1999), a 
diferença entre as dimensões da amostra de traqueia pode ter sido 
relevante, já que nos anéis com menores dimensões a difusão do 
agonista pela face epitelial da preparação está facilitada. Por outro 
lado, o facto de, no presente trabalho, se ter usado toda a traqueia 
dos animais de 15 dias e o segmento caudal com sete milímetros da 
dos mais velhos, exclui a possibilidade de a estimulação farmacológi-
ca ter sido feita em regiões menos sensíveis da traqueia onde, no 
rato, a resposta do MLT à estimulação colinérgica aumenta no senti-
do céfalo-caudal (Florio et al., 1996). 
A força máxima foi, em média, de 4.03 g no grupo de controlo 
com 15 dias e de 3.04 g nos mais velhos, valores que são superiores 
aos de todos os outros autores (Tabela 15). Estas diferenças podem 
ser atribuídas à dose cumulativa mais elevada e/ou reflectirem uma 
menor distorção mecânica dos cilindros de traqueia relativamente 
aos anéis e que, por isso, melhor se correlaciona com a massa de 
músculo presente (Florio et al., 1996). 
Outra razão das diferenças encontradas pode residir nos méto-
dos de eutanásia. No presente trabalho optou-se pela eutanásia com 
dióxido de carbono, com o objectivo de minimizar repercussões de 
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anestésicos sobre o músculo liso e também por ser um dos métodos 
que menor sofrimento provoca nos animais. Em dois dos trabalhos 
foram usados anestésicos endovenosos, o fenobarbital (Clayton et 
al., 1999) e o carbamato de etilo (Denis et al., 2001), em relação 
aos quais não há referência sobre os efeitos na contractilidade do 
músculo liso in vitro. Sabe-se apenas que, na cobaia anestesiada 
com qualquer um destes agentes, há aumento da resistência basal 
do sistema respiratório e potenciação das respostas à acetilcolina, 
histamina e serotonina administradas em aerossol. No caso do feno-
barbital e do carbamato de etilo, estes efeitos foram atribuídos à di-
minuição do tónus adrenérgico (Advenier et al., 1978). Não se pode, 
assim, excluir que, a menor sensibilidade e reactividade à estimula-
ção com metacolina encontradas no presente trabalho se devam, 
pelo menos em parte, ao método de eutanásia. 
 
TABELA 15 – COMPARAÇÃO ENTRE OS RESULTADOS DOS GRUPOS DE CONTROLO E OS DE OUTROS 












(10-9 – 10-4) 





(10-8 – 10-3) 
Adultos 6.46* 10-7 2.26 2 – 3 
(Denis et al., 
2001) 
Wistar Carbacol 
(10-8 – 10-3) 
15d 1.50* 10-7 - 7 




(10-7 – 10-1) 
15d 
36d 
1.3*10-3 4.03 7 
1.8*10-3 3.04 7 
 
Finalmente, as diferenças encontradas na resposta à estimula-
ção colinérgica relativamente às dos outros grupos, podem ser con-
sequência de características intrínsecas dos animais usados neste 
 122 2
trabalho cuja reprodução foi feita no Biotério local, podendo diferir 
dos animais da mesma estirpe mas com proveniências diferentes 
usados noutros laboratórios. 
Efeito da idade  
Não se observaram diferenças na EC50% de metacolina entre os 
controlos de 15 dias e os de 36. Estes resultados estão de acordo 
com os disponíveis na literatura relativamente a outros dois agonis-
tas do mesmo grupo farmacológico, acetilcolina e carbacol, cuja sen-
sibilidade à estimulação colinérgica em ratos Wistar não varia entre 
as quatro semanas de idade e os 34 meses (Preuss & Goldie, 1999). 
No presente trabalho registou-se, no entanto, uma redução da 
força isométrica máxima nos animais mais velhos, que Preuss e Gol-
die não encontraram. Estes autores referem não terem encontrado 
diferenças estatisticamente significativas na força máxima a partir do 
primeiro mês de vida, apesar de terem observado uma redução pro-
gressiva dos níveis de fosfato de inositol intracelular durante este 
período (Preuss & Goldie, 1999). Contudo, encontraram-se noutras 
espécies animais dados consistentes com os do presente trabalho. 
No porco recém-nascido e lactente, o MLT tem maior sensibilidade 
ao Ca2+, atingindo níveis de força máxima em resposta à estimula-
ção colinérgica superiores aos do animal jovem e adulto (Sparrow & 
Mitchell, 1990). Demonstrou-se também que as diferenças na res-
posta in vitro à estimulação com metacolina são independentes da 
distribuição dos receptores muscarínicos, da massa de músculo e do 
seu conteúdo em miosina, bem como dos elementos não musculares 
da preparação (Murphy et al., 1991a), estando ainda por esclarecer 
o mecanismo responsável por estas variações no período neonatal. 
O comportamento observado nos grupos de controlo de 15 e 
de 36 dias foi semelhante ao do músculo liso de brônquio humano, 
no qual, com a idade, há uma redução da força isométrica máxima 
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em resposta à estimulação in vitro com carbacol (Fayon et al., 
1994). 
 
1.2. Resposta à estimulação β2-adrenérgica 
No rato, o tónus basal do MLT não é significativo (Fayon et al., 
2002), pelo que o relaxamento foi medido em subgrupos dos ani-
mais em que previamente se induziu contracção com metacolina. Tal 
como se observou com a EC50% de metacolina, as médias das EC50% 
de salbutamol nos dois grupos de controlo foram superiores às en-
contradas noutros trabalhos em animais desta espécie e mesmo des-
ta estirpe (Preuss et al., 1999). A razão desta diferença pode ter si-
do a indução de antagonismo funcional ao salbutamol pela elevada 
concentração cumulativa de metacolina administrada previamente. 
Entende-se por “antagonismo funcional” a relação inversa entre o 
grau de estimulação colinérgica e a capacidade de um agonista dos 
receptores β2 induzir relaxamento (Frossard & Landry, 1985; Ehlert, 
2003a) e que resulta da interacção com os receptores M2 do músculo 
liso (Ehlert, 2003a; Walker et al., 2004; Proskocil & Fryer, 2005). 
Este efeito foi observado in vivo em indivíduos saudáveis e em doen-
tes com asma assintomática (Elsasser et al., 1996) e também no 
MLVA de alguns animais como o rato (Frossard & Landry, 1985) e o 
cão (Fernandes et al., 1992), quando a resposta foi medida in vitro e 
em condições isométricas (Roux et al., 1998).  
 
Efeito da idade  
No presente trabalho verificou-se uma redução significativa da 
sensibilidade ao salbutamol nos animais com 36 dias relativamente 
aos de 15 dias de idade. Nos mais velhos, não foi possível determi-
nar a EC50% de salbutamol, uma vez que as relações dose-resposta 
pouco se afastaram da horizontal, tendo-se atingido uma redução de 
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apenas 8.1% ± 2.10% da força isométrica máxima, após a adminis-
tração da última dose cumulativa de salbutamol. 
Estes resultados diferem dos de outros autores que observa-
ram ou uma ausência de variação no relaxamento máximo induzido 
pelo isoproterenol entre as 4 e as 11 semanas (Frossard & Landry, 
1985), ou um aumento da potência in vitro deste agonista em fases 
precoces do desenvolvimento, não relacionado com alterações na 
densidade ou afinidade dos receptores β2 (Preuss et al., 1999). As-
sim, uma vez que a variação em número ou afinidade dos receptores 
β2-adrenérgicos não parece ter expressão funcional em ratos Wistar, 
é provável que os resultados observados não estejam relacionados 
directamente com eles, mas antes com a expressão e resposta dos 
receptores muscarínicos M2 e M3 que variam com a maturação (Roux 
et al., 1998; Fayon et al., 2004). Demonstrou-se recentemente que 
a maior potência dos agonistas β2-adrenérgicos em traqueias isola-
das de ratos Wistar imaturos relativamente aos adultos, se relacio-
nava com uma menor expressão de receptores M2 do músculo liso 
nos mais jovens, quando a contracção prévia é induzida pelo carba-
col (Fayon et al., 2004).  
A administração de um agonista colinérgico provoca a estimu-
lação dos receptores M2 e M3 do músculo liso, sendo a transdução do 
sinal mediada pela via das proteínas G. A estimulação do receptor M3 
leva, através da proteína Gqα, à activação da quinase das cadeias 
leves de miosina (MLCK), processo que conduz à contracção do mús-
culo liso. Por seu lado, a estimulação dos receptores M2 pós-
juncionais, que actua através da proteína Gi, inibe a actividade da 
adenilciclase, antagonizando funcionalmente o efeito da estimulação 
dos receptores β2-adrenérgicos que (Figura 23), via proteína Gs, ac-
tivam a adenilciclase, com o aumento consequente da proteína kina-
se C, que conduz ao relaxamento muscular (Ehlert, 2003b; Racke & 
Matthiesen, 2004; Proskocil & Fryer, 2005). 
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Os ratos jovens não apresentam também diferenças significati-
vas na resposta à estimulação β2-adrenérgica quando os receptores 
M2 são bloqueados selectivamente pela metoctramina, ao contrário 
dos ratos adultos, o que corresponde à demonstração experimental 
de que o relaxamento do MLVA pode ser inibido pela estimulação 
prévia com um agonista colinérgico (Fayon et al., 2004).  
Assim, os resultados encontrados no presente trabalho pode-
rão ser devidos ao antagonismo funcional ao salbutamol induzido 
pela administração de concentrações elevadas de metacolina. Nos 
animais de 15 dias, a resposta poderá não ter sido abolida precisa-
mente devido à menor densidade de receptores M2 (Fayon et al., 
2004), enquanto que nos mais velhos a expressão de um maior nú-
mero destes receptores poderá ter sido suficiente para antagonizar 
funcionalmente a resposta à estimulação β2-adrenérgica (Figura 23). 
Metacolina
Figura 23 – Resposta dos grupos de controlo à estimulação β2-adrenérgica. 
Repercussões do antagonismo funcional induzido por concentrações eleva-
das de metacolina. A menor densidade de receptores M2 (RM2) no MLT do 
grupo Controlo 15d (C15) relativamente ao grupo Controlo 36d (C36) pode 
ter sido responsável pela menor inibição do efeito do salbutamol, uma vez 









M2R ( ↑ com a idade2)
Salbutamol
C15=C36
2 Marthan et al, 2005
1 Schell et al, 1992
 RM2 (↑ com a idade)β2 (= com a idade) 
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2. Avaliação Morfológica 
Apesar de apenas ter sido possível determinar a área de mús-
culo liso um número reduzido de amostras, este trabalho beneficiou 
da larga experiência daquele laboratório na avaliação quantitativa do 
MLVA (Florio et al., 1996; Demnati et al., 1998; Martin et al., 2000; 
Martin & Ramos-Barbon, 2005). Os resultados do presente trabalho 
foram consistentes com os de outros grupos que verificaram que a 
proporção entre a massa de músculo e as dimensões das vias aéreas 
se mantém relativamente constante durante o desenvolvimento. Nos 
dois estudos que avaliaram a área de músculo em ratos tão jovens 
como os usados no presente trabalho (Denis et al., 2001; Fayon et 
al., 2002) verificou-se, com efeito, que aquela relação não se altera 
significativamente, à semelhança do que acontece no humano 
(Sward-Comunelli et al., 1997; Burri & Hislop, 1998). No entanto, no 
presente trabalho, observou-se uma maior variabilidade dos valores 
individuais no grupo Controlo 36d que no grupo mais novo, o que 
pode traduzir as diferenças no crescimento somático que se acentua-
ram com a idade.  
Os restantes aspectos morfológicos da arquitectura da traqueia 
foram avaliados qualitativamente em microscopia óptica, uma vez 
que, à data da realização da parte experimental do presente traba-
lho, não havia disponibilidade de recursos para efectuar outras me-
dições quantitativas. 
Prestou-se atenção particular à integridade da preparação que, 
a não se verificar, poderia modificar a resposta funcional à estimula-
ção farmacológica in vitro. O controlo histológico feito por microsco-
pia óptica não revelou soluções de continuidade na mucosa ou na 
muscular da traqueia em nenhuma preparação. A confirmação des-
tes quesitos metodológicos permitiu garantir que os resultados da 
avaliação funcional in vitro não foram influenciados pela manipulação 
das preparações. 
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II. REPERCUSSÕES CRÓNICAS DA EXPOSIÇÃO A 50%O2
1. Sobrevivência e repercussões sobre o crescimento 
somático 
A sobrevivência à exposição a 50%O2 e ao período de recupe-
ração em ar ambiente foi de 100%, tanto para as ninhadas como 
para as progenitoras, resultados que são compatíveis com os de ou-
tros laboratórios (Denis et al., 2001; Fayon et al., 2002; Belik et al., 
2004). Este aspecto foi determinante para o desenho experimental 
do presente trabalho, onde a utilização de ratos recém-nascidos, na-
turalmente tolerantes a níveis de hiperóxia elevados, pressupunha a 
colocação de fêmeas adultas na câmara de hiperóxia durante as pri-
meiras duas semanas. A estratégia seguida por outros grupos tem 
sido a de alternar diariamente pelo menos duas fêmeas adultas en-
tre a câmara de hiperóxia e o ar ambiente, uma vez que os adultos 
têm menor tolerância a níveis elevados de oxigénio (Denis et al., 
2001; Fayon et al., 2002). Estes dados e o facto de as progenitoras 
não terem apresentado variações do peso relativamente à média das 
fêmeas da mesma idade em condições de normóxia, permitem con-
cluir que a manutenção do mesmo animal adulto durante quinze dias 
em hiperóxia não contribuiu desfavoravelmente para o desenvolvi-
mento da ninhada. Consistente com esta conclusão é o facto de o 
peso dos animais dos grupos experimentais ter sido inferior em ape-
nas 7.6% ao dos grupos de controlo, enquanto que a observada por 
outros em animais da mesma idade sujeitos a condições de hiperóxia 
idênticas foi de 15% a 20% (Denis et al., 2001; Fayon et al., 2002).  
 
2. Comparação entre machos e fêmeas – respostas à estimu-
lação colinérgica e β2-adrenérgica 
Não se observaram diferenças significativas na resposta do 
MLT à estimulação colinérgica e β2-adrenérgica entre machos e fê-
meas dos dois grupos experimentais, demonstrando que a suscepti-
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bilidade do MLT à hiperóxia não é dependente do sexo nesta fase do 
desenvolvimento. Procedeu-se, assim, à análise dos resultados em 
grupos mistos.  
 
3. Resposta à estimulação β2-adrenérgica 
A resposta ao salbutamol sofreu repercussões da exposição à 
hiperóxia durante 15 dias, tendo-se observado uma redução signifi-
cativa da EC50% e aumento do relaxamento do músculo relativamen-
te ao grupo de controlo respectivo. 
Estes resultados estão de acordo com os observados por ou-
tros autores que usaram um protocolo semelhante e avaliaram os 
animais ao fim do mesmo período de exposição neonatal a 50% de 
oxigénio (Fayon et al., 2002). No entanto, os mecanismos responsá-
veis por um maior relaxamento induzido pela estimulação β2-
adrenérgica não foram ainda esclarecidos. Num outro trabalho, em 
que foi usada a estimulação eléctrica in vitro em MLT de animais que 
permaneceram apenas uma semana em níveis superiores a 95%O2, 
observou-se uma redução do relaxamento após a exposição a hipe-
róxia. Este efeito foi relacionado com a diminuição da libertação de 
prostaglandina E2 (PGE2) e dos níveis de AMPc intracelular (Mhanna 
et al., 2004). As diferenças existentes entre os níveis de hiperóxia, 
tempos de exposição e métodos de estimulação entre a maioria dos 
diferentes protocolos disponíveis na literatura de referência, não 
permitem estabelecer comparações com os resultados deste traba-
lho. Em particular, quando o relaxamento é induzido por métodos 
não farmacológicos como a estimulação eléctrica, a resposta é em 
parte mediada pela libertação de óxido nítrico e de prostaglandinas 
endógenas (Belvisi et al., 1995; Szarek et al., 1995) que podem es-
tar reduzidas após a exposição a 95%O2 (Iben et al., 2000) o que 
pode explicar os resultados de Mhanna et al.  
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No presente trabalho, é provável que a administração prévia 
de metacolina possa ter induzido antagonismo funcional entre recep-
tores M2 e β2, como já foi referido anteriormente. Se assim tiver si-
do, a resposta aumentada ao salbutamol poderá significar que o 
efeito da estimulação colinérgica sobre os receptores M2 pós juncio-
nais, ou mecanismos intracelulares a jusante, se atenuaram com ex-
posição à hiperóxia, facilitando a acção da estimulação β2–
adrenérgica (Figura 24). 
Existe, na génese da hiperreactividade brônquica, um compo-
nente relacionado com a alteração da função dos receptores neuro-
nais M2 pós-ganglionares. Em condições normais, a libertação de 
acetilcolina das terminações nervosas provoca, por um lado, a con-
tracção do músculo liso através dos receptores M3 e, por outro, acti-
va os receptores pré-juncionais M2, inibindo a libertação de mais 
acetilcolina. A diminuição da afinidade destes receptores ou da sua 
síntese de novo são mecanismos apontados como responsáveis na 
génese da hiperreactividade brônquica (Minette et al., 1989; Racke 
& Matthiesen, 2004). 
Diferentes estudos demonstraram haver uma alteração pré-
juncional dos receptores M2 (Costello et al., 1997; Fryer & Jacoby, 
1998; Costello et al., 1998; Costello et al., 2000; Coulson & Fryer, 
2003) em modelos animais de HRB induzida por alergénios, vírus 
(Jacoby et al., 1998; Adamko et al., 1999; Adamko et al., 2003; Lee 
et al., 2004), pelo ozono (Schultheis et al., 1994), pela deficiência 
em vitamina A (McGowan et al., 2002) e pela exposição a insectici-
das com organofosforados (Fryer et al., 2004; Lein & Fryer, 2005). 
No presente trabalho, em que a estimulação foi farmacológica, ter-
se-á dado a activação dos receptores M2 pós-juncionais, cujas fun-





Figura 24 – Repercussões imediatas da hiperóxia sobre a resposta à estimulação 
β2-adrenérgica – o aumento do relaxamento induzido pelo salbutamol observado 
imediatamente após a exposição à hiperóxia pode dever-se à alteração dos re-
ceptores M2 (RM2) ou dos mecanismos intracelulares a jusante, resultando numa 
menor inibição da adenilciclase e, por esta via, do efeito da estimulação dos re-
ceptores β2 (Rβ2) pelo salbutamol. Após o período de recuperação em ar ambien-
te a resposta ao salbutamol aproximou-se da do grupo de controlo, o que é su-
gestivo de reversibilidade da alteração induzida pela hiperóxia. 
 
Após o período de recuperação em ar ambiente, no grupo 
50%O2 + Ar, o relaxamento induzido pelo salbutamol foi superior em 
20% ao observado no grupo de controlo com 36 dias. Embora a res-
posta à estimulação β2-adrenérgica possa estar condicionada pelo 
antagonismo funcional induzido pela administração prévia de meta-
colina, os resultados são sugestivos de que o efeito descrito sobre os 
receptores M2, ou a jusante, seja parcialmente reversível após o re-















4. Resposta à estimulação colinérgica e correlações morfo-
funcionais 
Relativamente às repercussões sobre a estimulação colinérgi-
ca, não se observaram diferenças significativas entre as médias da 
EC50% e da Fmax do grupo 50%O2 e do grupo de controlo da mesma 
idade, sendo as curvas de dose-resposta de ambos praticamente so-
breponíveis. 
Estes resultados diferem dos de outros autores que obtiveram 
um aumento da resposta à estimulação colinérgica no rato hiperóxi-
co in vitro (Hershenson et al., 1994c; Szarek et al., 1995; Denis et 
al., 2001) e in vivo (Hershenson et al., 1992a; Hershenson et al., 
1992b; Solway & Hershenson, 1995; Burghardt et al., 1996). 
Nos estudos in vitro, a exposição contínua de ratos Sprague-
Dawley a níveis superiores a 80%O2 durante uma semana, induziu 
um aumento da força isométrica máxima de anéis de traqueia, em 
resposta à estimulação colinérgica, induzida tanto por estimulação 
eléctrica como farmacológica (Szarek, 1989; Hershenson et al., 
1994c). A comparação destes resultados com os do presente traba-
lho é, no entanto, difícil uma vez que os protocolos diferem em as-
pectos essenciais, como sejam a fase do desenvolvimento em que se 
iniciou a exposição e a duração desta, o nível de hiperóxia e os mé-
todos de estimulação colinérgica in vitro, desconhecendo-se também 
se existem diferenças na susceptibilidade à hiperóxia entre as estir-
pes Wistar e Sprague-Dawley. 
Denis e colaboradores, usando um protocolo de exposição 
neonatal a 50%O2 e a mesma metodologia que o presente trabalho 
verificaram também que a EC50% de carbacol não variava ao fim dos 
15 dias de hiperóxia num grupo de oito ratos Wistar. Observaram, 
no entanto, um aumento da força isométrica máxima que não se ve-
rificou no presente trabalho (Denis et al., 2001). As diferenças exis-
tentes relativamente ao presente protocolo foram o agonista colinér-
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gico aplicado na estimulação in vitro – em que aqueles autores usa-
ram o carbacol que é mais potente que a metacolina – e o método 
de eutanásia. Tal como foi dito em relação aos grupos de controlo, a 
diferença entre os métodos de eutanásia pode ter contribuído para 
os resultados do presente trabalho. Para assegurar a menor interfe-
rência possível com a resposta do músculo liso optou-se pela narco-
se com dióxido de carbono, enquanto que Denis e colaboradores 
usaram o carbamato de etilo, que se demonstrou potenciar a respos-
ta do músculo liso à acetilcolina (Advenier et al., 1978; Denis et al., 
2001).  
Outro factor metodológico que pode ter contribuído para as di-
ferenças entre os presentes resultados e os de Denis e colaborado-
res, diz respeito à manutenção da integridade do epitélio traqueal, 
uma vez que a ausência de epitélio se relaciona com a diminuição da 
sensibilidade à acetilcolina induzida pela hiperóxia em níveis superio-
res a 90%O2, embora não modifique a força máxima (Hershenson et 
al., 1994c). Não houve, em nenhum dos casos observados no pre-
sente trabalho, ruptura ou soluções de continuidade desta estrutura, 
mesmo após o final de todo o procedimento de medição da força 
isométrica. Considera-se, assim, pouco provável que tenha sido a 
remoção acidental do epitélio em todas as restantes amostras a cau-
sa da ausência de diferenças entre o grupo 50%O2 e o grupo Contro-
lo 15 dias.  
Assim, de entre os factores metodológicos potencialmente res-
ponsáveis pelas diferenças encontradas relativamente a Denis e co-
laboradores, parece ser mais provável que o diferente método de 
eutanásia tenha favorecido o aumento da resposta contráctil encon-
trado por aqueles autores após a hiperóxia. 
Contudo, as alterações da arquitectura da traqueia, encontra-
das no grupo 50%O2 fundamentam uma outra hipótese plausível pa-
ra a diferença entre os resultados do presente trabalho e os de Denis 
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e colaboradores. Enquanto aquele grupo encontrou um abundante 
infiltrado inflamatório limitado à submucosa e adventícia, no grupo 
50%O2 encontrou-se, nessas mesmas regiões, um aumento da es-
pessura da matriz extracelular (MEC), mas sem evidência de altera-
ções qualitativas da densidade das células inflamatórias. Estas dife-
renças podem dever-se a diferenças no padrão da resposta à hiperó-
xia entre as linhagens de ratos Wistar. As opiniões de diferentes au-
tores são concordantes quanto ao papel da agressão directa das ROS 
sobre o epitélio, os miofibroblastos e fibroblastos e também do mús-
culo liso, nas fases iniciais da exposição à hiperóxia (Fracica et al., 
1991; Crapo et al., 1994; Warner et al., 1998; Kinnula, 2005). Em 
condições normobáricas, a hiperóxia induz o aumento da produção 
de anião superóxido, peróxido de hidrogénio, radical hidróxilo e de 
singuleto de oxigénio (Freeman & Crapo, 1981; Freeman & Tanswell, 
1985). Quanto à relação entre a hiperóxia moderada e a produção 
de ROS, sabe-se que a produção de peróxido de hidrogénio aumenta 
linearmente entre 0% e 60% de oxigénio, dando origem ao ião hi-
dróxilo. Por si só, o ião hidróxilo é capaz de induzir modificações da 
estrutura proteica, que resultam na desnaturação das cadeias poli-
peptídicas e na alteração da estrutura do DNA, bem como à oxidação 
dos lípidos da membrana celular e dos organelos intracelulares. Es-
tas alterações são suficientes para provocar o aumento da permeabi-
lidade capilar e o recrutamento de células inflamatórias para o pul-
mão, o que é ainda potenciado pela acção das ROS como segundos 
mensageiros intracelulares. As ROS, em particular o peróxido de hi-
drogénio, induzem a activação de genes pró-inflamatórios e, por es-
ta via, aumentam a síntese citocinas e quimiocinas, (Barnes & Karin, 
1997; D'Angio & Finkelstein, 2000; Sadikot et al., 2004; D'Angio et 
al., 2004), como o TNFα e o IL-1β (Johnston et al., 1998) pelas célu-
las estruturais da traqueia (Chung, 2000; Sukkar et al., 2004; Ho-
warth et al., 2004). 
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De acordo com o padrão das alterações histológicas do pulmão 
induzidas pela hiperóxia, tal como foi descrita por Crapo, a exposição 
a níveis sub-letais de oxigénio atrasa o início da fase inflamatória e 
diminui a sua gravidade e duração. Nestas condições, os neutrófilos 
aumentam progressivamente no pulmão após cinco dias de 
hiperóxia, voltando a valores negligenciáveis ao fim de uma semana 
(Crapo, 1986). Assim, os resultados da avaliação qualitativa das 
alterações histológicas da traqueia dos animais do grupo 50%O2, 
que não revelaram um aumento expressivo daquelas células, foram 
concordantes com a evolução da resposta à hiperóxia observada no 
parênquima pulmonar (Laudert et al., 1994; Capellier et al., 1999). 
É provável que, ao longo dos 15 dias de exposição à hiperóxia, o 
stress oxidativo se tenha atenuado progressivamente através do 
aumento da produção de enzimas antioxidantes. Uma das 
consequências do desenvolvimento de tolerância pode ter sido a 
diminuição da libertação de factores quimiotáticos para os neutrófilos 
pelas células estruturais da traqueia, enquanto que os que migraram 
da circulação nas fases iniciais da lesão poderão ter sofrido apoptose 
ao longo da primeira semana. Não se observaram também 
alterações das células epiteliais relativamente ao grupo de controlo, 
apresentando-se o epitélio com idêntica espessura e sem destruição 
dos cílios, aspectos que se assemelham aos resultados de Denis e 
colaboradores.  
Os animais do grupo 50%O2 foram mantidos em hiperóxia mo-
derada durante os primeiros 15 dias de vida, fase em que o ML das 
vias aéreas continua, em condições normais, a multiplicar-se propor-
cionalmente ao alongamento e ao aumento de diâmetro das vias aé-
reas (Burri, 1984). No parênquima pulmonar, a exposição à hiperó-
xia moderada induz a libertação de factores de crescimento (Han et 
al., 1996). Também a actividade mitogénica do lavado bronco-
alveolar sobre o MLT está aumentada após a exposição aguda de ra-
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tos jovens a 95%O2 (Hershenson et al., 1994b) e a correlação en-
contrada entre a hiperplasia do MLT e o aumento da síntese de leu-
cotrienos após a exposição crónica a 65%O2 (Burghardt et al., 1996) 
demonstram que o stress oxidativo induzido pela hiperóxia tem a 
capacidade de induzir alterações proliferativas do ML (Pandya et al., 
2002), por vias ainda não conhecidas, mas não exclusivamente de-
pendentes da activação da via quinases activadas por mitogénios 
(MAPK).  
No presente trabalho encontrou-se um aumento de 25.6% da 
área de músculo do grupo 50%O2 relativamente aos controlos da 
mesma idade. Como foi dito a propósito da caracterização dos gru-
pos de controlo, o número de amostras medidas foi insuficiente para 
avaliar o significado estatístico destas diferenças. Assim, apenas é 
possível especular sobre a aparente dissociação entre a tendência 
para o aumento da área de músculo e a ausência de variação da 
resposta à estimulação colinérgica.  
As alterações histológicas observadas ao fim de 15 dias de hi-
peróxia são não só o resultado da amplificação da resposta inflama-
tória por células migradas para o pulmão, como das actividades sin-
tética e proliferativa (Howarth et al., 2004) dos miofibroblastos e pe-
los miocitos da traqueia que, perante um o aumento da produção de 
ROS, podem retomar um fenótipo semelhante ao encontrado em fa-
ses precoces do desenvolvimento. Na fase em que a avaliação dos 
efeitos imediatos da hiperóxia foi feita, é provável que o aumento da 
espessura da MEC seja o resultado da actividade secretora daquelas 
células. Observou-se também o aumento da espessura da MEC na 
vizinhança imediata dos miocitos, que Denis e colaboradores não en-
contraram nas suas preparações (Denis et al., 2001), o que é um 
argumento a favor de o padrão da resposta naquele grupo não ter 
sido igual ao dos animais usados no presente trabalho. 
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A deposição da MEC na vizinhança imediata do músculo é su-
gestiva de que, ao fim de 15 dias de exposição contínua à hiperóxia, 
os miocitos e os miofibroblastos tenham contribuído para a síntese 
de proteínas da MEC. À semelhança do que outros autores encontra-
ram em ratos Sprague-Dawley expostos a 95%O2, estas alterações 
podem ter sido o resultado do desequilíbrio entre o factor inibidor 
das metaloproteinases (TIMP) e as metaloproteinases da matriz 
(MMP) que a degradam, favorecendo o primeiro (Pardo et al., 1998; 
Martin et al., 2005). Em homogeneizados de pulmão de ratos Spra-
gue-Dawley com idades compreendidas entre os 4 e os 14 dias, veri-
ficou-se que a exposição à hiperóxia induz a diminuição da expres-
são dos níveis de MMP-2 e MMP-9, acompanhada de aumento de 
TIMP (Hosford et al., 2004). No parênquima pulmonar de ratos Wis-
tar prematuros, obtidos por cesariana 24 horas antes do termo da 
gestação e expostos continuamente a 100%O2 por duas semanas, 
observou-se a diminuição da expressão dos genes responsáveis pela 
síntese de MMP-2 e MMP-9 e o aumento da expressão do gene para 
a TIMP (Wagenaar et al., 2004).  
É possível que a ausência de alterações significativas da Fmax% 
e da EC50% de metacolina seja consequência de o MLT se encontrar 
predominantemente em fase secretora, ao fim dos 15 dias de hipe-
róxia. 
Nas preparações coradas pelo método de Mann-Dominici, en-
controu-se um aumento de mastócitos, à semelhança do que Denis e 
colaboradores observaram por imunocitoquímica (Denis et al., 2001) 
e, recentemente, de Brock e colaboradores em preparações coradas 
com azul de toluidina (Brock & Di, 2006). Tal como aqueles autores, 
observaram-se alterações significativas dos mastócitos da submuco-
sa e da adventícia que, nos casos avaliados no presente trabalho, se 
localizavam preferencialmente na vizinhança do músculo. 
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A presença de mastócitos desgranulados constituiu uma das 
observações mais interessantes do modelo e foi um achado acidental 
durante a pesquisa de células inflamatórias em preparações inicial-
mente coradas apenas com hematoxilina-eosina, em que o objectivo 
era avaliar a presença de neutrófilos. Para desgranularem, os mas-
tócitos têm de ser activados, sendo o principal activador até agora 
identificado, o stem cell factor (SCF) que pode ser produzido pelas 
células epiteliais, pelos miofibroblastos e miocitos das vias aéreas 
(Thangam et al., 2005; Silva et al., 2006). A presença destas células 
ao fim de duas semanas, numa fase em que já não eram visíveis 
neutrófilos, é compatível com a activação dos mastócitos pelas célu-
las estruturais e/ou residentes na traqueia (Figura 25). Em resposta 
à activação pelo SCF, os mastócitos secretam histamina, prostaglan-
dina D2 (PGD2) e leucotrieno C4 (LTC4), que são capazes de induzir 
broncoconstrição, secreção de muco e edema da mucosa, manifesta-
ções características da asma. No entanto, os mastócitos segregam 
também citocinas pró-inflamatórias, como a IL-4, IL-5 e IL-13 que 
regulam a síntese de IgE, o desenvolvimento da inflamação eosinofí-
lica e de citocinas pró-fibrogénicas incluindo o factor de transforma-
ção e crescimento (TGF) β e o factor básico do crescimento dos fi-
broblastos (FGF-2). Os principais produtos de secreção dos mastóci-
tos são as serina-proteases triptase, quimase e carboxipeptidase que 
interagem com as células vizinhas através de receptores activados 
por proteases (PAR) (Kraneveld et al., 2002; Boyce, 2003; Gurish & 
Boyce, 2006; Okayama et al., 2006; Sim et al., 2006). As serina-
proteases, têm efeitos mitogénicos variáveis sobre o MLVA. A tripta-
se mastocitária, em particular, tem efeitos mitogénicos potentes so-
bre o MLVA em modelos animais (Brown et al., 1995) humano em 
cultura de células (Brown et al., 2001; Brown et al., 2002) e estimu-
la a proliferação de fibroblastos e a produção de colagénio tipo I 
(Akers et al., 2000). Através da libertação de IL1β e de concentra-
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ções elevadas de TNFα pode induzir a síntese de IL-6, IL-8, eotaxina 
e moléculas de adesão pelo MLT (Page et al., 2001), contribuindo 
para a predominância do fenótipo secretor e para a ausência de alte-
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Figura 25 – Efeitos imediatos da exposição a 50%O2 durante 15 dias. A exposição à 
hiperóxia induz um aumento da produção de ROS de que pode ter resultado a síntese 
de quimiocinas, citocinas e de factores de crescimento pelas células estruturais da 
traqueia. O recrutamento dos mastócitos pode ser induzido, quer directamente pelos 
ROS , quer pela libertação de SCF (stem cell factor) pelo músculo liso, o que potencia-
ria a actividade secretora dos miócitos. O aumento da síntese de proteínas da matriz 
extracelular (MEC) associado ao aumento do inibidor (TIMP) das metaloproteinases 
(MMP) podem ser a explicação do aumento da espessura ECM.  A convergência destes 
mecanismos pode explicar a ausência de alterações da contractilidade do MLT em 
resposta à estimulação colinérgica, apesar do aumento da área de músculo (Am). 
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As alterações morfológicas do presente modelo foram seme-
lhantes às encontradas não só nas vias aéreas de primatas (babuí-
nos) sujeitos a níveis elevados de hiperóxia, com aumento de mas-
tócitos no parênquima pulmonar, como em autópsias de recém-
nascidos com DBP (Lyle et al., 1995; Chang & Crapo, 2002; Chang 
et al., 2003). É possível que os mastócitos possam ter um papel im-
portante na patogénese das alterações da HRB e do parênquima en-
contradas na DBP, hipótese que só recentemente foi colocada por 
Sunday e colaboradores, relativamente ao parênquima pulmonar 
(Sunday et al., 2004). 
Após o período de recuperação em ar ambiente, houve um 
desvio da curva dose-resposta para a esquerda no grupo 50%O2+Ar 
em relação ao grupo de controlo com 36 dias de idade. A EC50% a-
presentou uma redução significativa (p <0.001) de 1.8*10-3 M no 
grupo Controlo 36 d para 5.7*10-5 M após a recuperação. Também a 
variação da Fmax relativamente ao valor basal aumentou de 700% ± 
192.7% para 1014% ± 225.4%. Demonstrou-se, assim, pela primei-
ra vez que a hiperóxia neonatal moderada, apesar de poder não ter 
expressão funcional imediatamente após a exposição, pode provocar 
o aumento da contractilidade do MLT à estimulação colinérgica após 
os estímulo ter cessado. Este modelo representa, pois, um contribu-
to para a avaliação dos mecanismos responsáveis pela HRB persis-
tente ao longo da infância e adolescência de crianças nascidas pre-
maturas e sujeitas a oxigenioterapia neonatal prolongada (Halvorsen 
et al., 2004; Halvorsen et al., 2005). O aumento da área de MLT re-
lativamente ao grupo Controlo 36d foi da mesma ordem de grandeza 
do que se encontrou imediatamente após os 15 dias de exposição a 
50% O2. No entanto, porque as alterações da MEC foram reversíveis 
(Figura 26), é pouco provável que a medição da área de músculo 
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neste grupo tenha sido alterada pelo aumento do interstício, contrá-
rio do grupo 50%O2.  
Os resultados histológicos fornecem argumentos que permitem 
estabelecer uma hipotética relação morfofuncional: tal como se ob-
servou no grupo 50%O2, encontrou-se um maior número de mastó-
citos com imagens de desgranulação no grupo 50%O2 + Ar que no 
grupo de controlo da mesma idade (Figura 26). Estes factos são 
compatíveis com a estimulação crónica e persistente dos mastócitos, 
que tanto pode ter resultado da exposição à hiperóxia, como da pas-
sagem para o ar atmosférico ou da sequência de ambos. 
A pertinência da presença de mastócitos em estreita contigui-
dade com o MLT, coexistindo com um aumento da sensibilidade do 
músculo à estimulação colinérgica, é bem ilustrada pelos dados exis-
tentes relativamente ao seu papel na patogénese da HRB na asma. 
Apesar de se aceitar que as alterações funcionais e da arquitectura 
das vias aéreas características da asma são consequência de um 
processo inflamatório, esta relação parece ser relativamente fraca: 
um exemplo da dissociação entre a inflamação das vias aéreas e a 
hiperreactividade brônquica no humano é particularmente evidente 
quando se compara a asma com a bronquite crónica eosinofílica 
(BCE) (Brightling & Bradding, 2005). A BCE é responsável por 15% 
dos casos de tosse crónica em pneumologia, e caracteriza-se pela 
sensibilidade à terapêutica com corticóides e pela presença de eosi-
nofilia na expectoração, com ausência de obstrução variável das vias 
aéreas ou de hiperreactividade brônquica (Brightling et al., 1999). 
Contudo, sob o ponto de vista imunopatológico a asma e a BCE são 
praticamente idênticas no que diz respeito às características do lava-
do bronco-alveolar, ao infiltrado de eosinófilos e número de mastóci-
tos na mucosa, à expressão de IL-4 e IL-5, à integridade do epitélio, 
à deposição de colagénio abaixo da membrana basal e às concentra-
ções de histamina e PGD2 (Brightling et al., 2003).  
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Assim, o corolário destas observações parece ser que muitas 
das alterações previamente consideradas características da asma 
podem não ser fundamentais na fisiopatologia da obstrução das vias 
aéreas e da hiperreactividade brônquica (Bradding et al., 2006). As 
únicas diferenças encontradas entre a asma e a BCE são os níveis 
elevados de IL-13 na expectoração induzida dos asmáticos e, mais 
importante, as diferenças na localização dos mastócitos relativamen-
te ao músculo liso. Na asma, observam-se mastócitos entre as fibras 
do ML, enquanto nos doentes com BCE, tal como nos saudáveis, se 
localizam predominantemente na mucosa (Brightling et al., 2002; El-
Shazly et al., 2006). Os dados de Brightling reforçaram a hipótese 
de que a infiltração do músculo liso por mastócitos pode ser deter-
minante para o fenótipo da asma, explicando ainda a correlação en-
tre o número de mastócitos e a hiperreactividade brônquica encon-
trada em asmáticos (Page et al., 2001).  
É plausível que, no presente modelo experimental, o evidente 
desvio para a esquerda da curva de dose-resposta após a recupera-
ção da hiperóxia esteja também relacionado com a localização dos 
mastócitos. Esta hipótese é compatível com um aumento da área de 
músculo que pode ter tido início com a exposição à hiperóxia, mas 
atingir expressão funcional durante a fase de recuperação, evoluindo 
para um fenótipo contráctil, uma vez que a exposição a concentra-
ções excessivas de ROS pode levar a alterações permanentes da ex-
pressão genética (Valko et al., 2007). A presença dos mastócitos po-
derá ser, pelo menos em parte, responsável pelo aumento da área 
do MLT e/ou da sua contractilidade, através da libertação de media-
dores mastocitários como a triptase, a histamina ou a adenosina, 
para citar alguns exemplos (Page et al., 2001) (Figura 26).  
Para além do exposto, não se pode excluir a hipótese de que 
os resultados observados no final do período de recuperação se de-
vam não directamente ao efeito persistente da hiperóxia neonatal, 
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mas ao facto de que a transição entre a hiperóxia e a normóxia pos-
sa ter actuado como uma “hipóxia relativa” sobre o músculo liso da 
traqueia. As repercussões da transição de um meio hiperóxico para o 
ar atmosférico em condições normobáricas sobre as vias aéreas, não 
foram ainda avaliadas por outros grupos (Figura 26). 
 
Figura 26 – Efeitos da recuperação após hiperóxia crónica. Após 3 semanas de recuperação 
em normóxia, a área de músculo liso (Am) manteve-se aumentada, bem como o número de 
ilson e colaboradores avaliaram este efeito em ratos expos-
tos a hiperóxia crónica subletal, mas exclusivamente sobre o múscu-
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mastócitos, que se encontravam em maior contiguidade com o músculo liso da traqueia (MLT) 
relativamente ao grupo 50%O2,, com aumento da resposta à estimulação colinérgica. Estes 
resultados podem ser atribuídos que à persistência de alterações induzidas pela hiperóxia 





, pelo que não se pode ex-
cluir q
 arterial pulmonar. Estes autores compararam a musculariza-
ção arterial e o número de artérias da circulação pulmonar de ratos 
expostos a 80%O2 durante oito semanas, com a dos que voltaram 
para o ar ambiente após duas semanas de permanência naquelas 
condições (Wilson et al., 1985) e verificaram que a muscularização 
das artérias persistia em normóxia. Após quatro semanas de perma-
nência em ar ambiente, as artérias musculares apresentavam maior 
hipertrofia da lâmina média (medida como percentagem do lúmen) 
que as dos animais que permaneceram em hiperóxia e, apesar de 
haver uma “recuperação” nas duas semanas seguintes, as artérias 
não adquiriram uma configuração idêntica à dos controlos. Os auto-
res desenvolveram a hipótese de que o músculo exposto à hiperóxia 
a partir dos dez dias de vida reagia, ao voltar ao ar ambiente, como 
se se tratasse de uma “hipóxia relativa” (Wilson et al., 1985). Ac-
tualmente sabe-se que a hiperóxia pode induzir uma supressão tem-
porária do factor endotelial de crescimento vascular (VEGF), media-
da pela inibição do HIF (factor niduzido pela hipóxia) pelo factor nu-
clear p53 (Das et al., 2004; Kamat et al., 2006), a que é atribuída o 
atraso na alveolarização durante a exposição a níveis elevados de 
oxigénio. Com o retorno a condições de normóxia, o VEGF aumenta, 
sendo considerado um dos responsáveis pela estimulação da angio-
génese no período pós hiperóxico (D'Angio & Maniscalco, 2002; Hos-
ford & Olson, 2003; Kamat et al., 2006). 
No presente trabalho não se avaliou o efeito da exposição con-
tínua à hiperóxia até aos 36 dias de vida
ue o retorno ao ar ambiente tenha estimulado a proliferação 
ou alterações da contractilidade do MLT, responsáveis pelo aumento 
da resposta à estimulação colinérgica, semelhantes às observadas 





























Apesar de os efeitos da hiperóxia sobre o parênquima pulmo-
nar terem sido extensivamente avaliados por diferentes grupos, com 
o objectivo de compreender as repercussões da DBP, são menos co-
nhecidas as repercussões da hiperóxia sobre as vias aéreas. Em par-
ticular, se a oxigenioterapia no período neonatal pode estar envolvi-
da na patogénese da hiperreactividade brônquica que parte dos indi-
víduos apresenta, não só durante a fase aguda de exposição, como 
mais tarde, durante a infância e a adolescência. A utilização de um 
modelo animal crónico representa um contributo útil, uma 
vez que não é possível isolar, em humanos, a hiperóxia como 
factor de risco num processo tão complexo como a lesão pul-
monar do recém-nascido prematuro, onde o stress oxidativo é 
considerado uma das vias comuns de lesão das vias aéreas 
(Saugstad, 2003; Saugstad, 2005). 
Com o presente trabalho demonstrou-se que a hiperóxia neo-
natal crónica, em níveis moderados, induz alterações da resposta 
contráctil do MLT e da estrutura da traqueia que podem ter expres-
são funcional após a exposição ter cessado. Assim, o contributo ori-
ginal foi desenvolver um modelo animal que permite avaliar os me-
canismos pelos quais a hiperóxia é capaz de induzir, isoladamente, 
alterações persistentes da contractilidade e do relaxamento do ML 
das vias aéreas.  
Verificou-se que a hiperóxia é capaz de induzir alterações do 
relaxamento do MLT resultante da estimulação β2-adrenérgica. Com 
base no pressuposto de que a dose cumulativa máxima de metacoli-
na pode ter induzido antagonismo funcional ao salbutamol, admite –  
-se que as repercussões da hiperóxia sobre os receptores M2 do MLT, 
que resultaram em maior sensibilidade e reactividade adrenérgica 
pelo MLT (maior relaxamento), que foram parcialmente reversíveis 
após a fase de recuperação em ar ambiente. Estes resultados terão, 
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contudo, de ser confirmados em preparações onde a contracção pré-
via à administração de salbutamol – indispensável para avaliar o re-
laxamento de ML das vias aéreas – seja induzida por doses sub-
máximas de metacolina e através do bloqueio selectivo dos recepto-
res M2 do MLT. No caso de a hiperóxia moderada alterar esta via, 
será de esperar que o relaxamento não se modifique relativamente a 
controlos da mesma idade, quando os receptores M2 forem bloquea-
dos. 
A hiperóxia moderada induziu um aumento, não significativo, 
da área de músculo que se manteve após o período de recuperação. 
Atendendo à variabilidade deste parâmetro, para se poderem tirar 
conclusões mais fiáveis sobre este aspecto será necessário medir a 
área de músculo num maior número de casos.  
A avaliação qualitativa das alterações morfológicas foi sugesti-
va de que, no período imediato à hiperóxia, a área medida 
possa ter sido sobrestimada pelo aumento da espessura do 
interstício. Esta interpretação carece de melhor esclarecimento, 
mediante a marcação das proteínas contrácteis do músculo liso me-
diante técnicas de imunocitoquímica e aquisição da imagem por mi-
croscopia confocal (Martin & Ramos-Barbon, 2005), que permitirão 
avaliar se os resultados da morfometria nos dois grupos experimen-
tais correspondem a “mais músculo” ou a “músculo diferente”. 
Finalmente, uma vez que os mastócitos foram as células infla-
matórias predominantes, tanto imediatamente após a exposição à 
hiperóxia como após o período de recuperação, esta alteração suge-
re que a estimulação crónica e persistente dos mastócitos possa ter 
um papel relevante na génese da HRB em doentes sujeitos a hiperó-
xia no período neonatal. Para além da confirmação destes dados por 
métodos quantitativos, será necessário avaliar o estado de activação 
destas células e a sua localização precisa relativamente ao músculo 
liso, para que este modelo animal possa ser considerado válido para 
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esclarecer o eventual papel destas células nas alterações da contrac-
tilidade do MLVA. 
Tendo presente que um modelo animal não reproduz fielmente 
a patologia humana, mas permite por em evidência algumas das 
suas características, considera-se como contributo essencial do pre-
sente trabalho o desenvolvimento de um modelo em que se torna 
possível avaliar as repercussões crónicas da oxigenioterapia neonatal 
e o papel do músculo liso das vias aéreas e dos mastócitos na pato-
génese da HRB, resultante do stress oxidativo induzido por um estí-
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